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I§radimo sritis

Sis isradimas nukreiptas j bioaktyvy hidrofiliniu polimeru modifikuota insulino
darini, skirta jvesti | plaugius inhalivojant. Taip pat pateikiami tokio darinio gavimo bei

ivedimo biidai.
I§radimo prielaidos

Insulinas yra polipeptidinis hormonas, gaminamas sveiky (ne diabetikq) individy
kasos beta-lastelése. Zmogaus insulinas yra 51 aminoriigities polipeptidinis hormonas,
kurio molekuliné masé apie 5800 daltony. Insulino molekulé sudaryta i§ dviejy peptidiniy
grandiniy (A ir B grandinés), turinti viena intrasubvieneta ir du disulfidinius rysius tarp
subvienety. A granding sudaro 21 aminoriigitis, tuo tarpu B granding — 30 aminoruigs¢iy.
Dvi insulino grandinés sudaro gerai organizuot struktiira su keliomis a-spiraliy sritimis
tiek A, tiek B grandinéje. [domu, kad izoliuotos insulino grandinés yra neaktyvios. Tirpale
insulinas gali egzistuoti kaip monomeras arba kaip dimeras, arba kaip heksameras.
Insulinas yra heksamerinis labai koncentruotuose preparatuose, naudojamuose
subkutaningje terapijoje, taiau tampa monomeru prasiskiedus kiino skysciuose. Insulinas
reikalingas karbohidraty metabolizmo reguliavimui, sumaZinant gliukozés kieki kraujyje;
sisteminis insulino trikumas salygoja diabeta. Diabetiniy pacienty iSgyvenimas priklauso
nuo dazno ir ilgalaikio insulino jvedimo, palaikant priimtinus gliukozeés kiekius kraujyje.

Dabartinés insulino vaisto formos turi ta trikuma, kad gali sukelti rimtas medicinines
komplikacijas gydant diabeta. PavyzdZziui, standartinis cinko insulino preparatas,
daZniausiai naudojamas diabetiky, egzistuoja neaktyvaus heksamerinio insulino kristaly
suspensijos pavidale. Mikrokristaly itirpinimas ir po to heksamero disociacija i aktyvia
monomering forma gali salygoti udelsta ir individualiai skirtingg insulino absorbcija
kraujyje (F.Liu et al., Bioconjugate Chem., 8, 664-672 (1997); T.Uchio et al., Adv. Drug
Del. Rev., 35, 289-306 (1999); K.Hinds et al., Bioconjugate Chem., 11, 195-201 (2000)).
Insulino vaisto formos taip pat nukenéia dél fizinio nestabilumo, kadangi insulinas turi

tendencija sudaryti skaidulas ir netirpias nuosédas. Nuosédos yra ypac problematiskos
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vaisto formose, kurios turéty biiti naudojamos insulino siurbliuose. Insulinas vaisto
formoje taip pat yra neatsparus cheminei degradacijai, pvz., nefermentiniam deamidinimu;
ir dideles molekulinés masés transformacijos produkty susidarymui, tokiy kaip
kovalentiniai insulino dimerai (Brange, J., ef al., Pharm. Res., 9, 715-726 (1992); Brange,
1., et al, Pharm. Res., 9, 727-734 (1992)). Yra svariy argumenty uZ tai, kad imunologin}b
atsako insulinui .atvejai gali biiti sglygoti Siy kovalentiniy insulino agregaty buvimo
(Robbins, D.C., et al., Diabetes, 36, 838-841 (1987)). Tatiau netgi labai $varus Zmogaus
insulinas yra Siek tiek imunogeniskas (Kim, ibid.).

Be aukitiau paminéty vaisto formos nestabilumo problemy, egzistuoja daug
trikumy, susijusiy su dabartine insulino terapija vaisto jvedimo poZidiriu. Insulinas
daZniausiai jvedamas subkutaninés injekcijos badu, tipiniu atveju j pilva arba viruting
Slaunies dalj. Insulinas gali biiti jvestas taip pat intraveniniu biidu arba j raumenis. Siekiant
palaikyti priimting kraujo gliukozés kiekj, daZnai reikia leisti insuling bent kartg arba du
kartus per diena, pagal reikala jvedant papildomas insulino injekcijas. Agresyvus diabeto
gydymas gali pareikalauti netgi daZnesniy injekcijy, kai pacientas stebi kraujo gliukozés
kieki naudodamasis namy diagnostinj rinkinj. Insulino jvedimas injekcijomis yra
nepageidautinas daugeliu aspekty. Pirmiausia, daugeliui pacienty sunku ir sudétinga daryti
injekcijas tokiu daZniu, kokio reikia priimtino gliukozés kiekio kraujyje palaikymui.
Faktidkai, daugelis 2 tipo pacienty mety metais vengia insulino dél adatos baimeés. Toks
prie3taravimas gali salygoti gydymo nesilaikyma, kas rim&iausiais atvejais gali biiti grésme
gyvybei. Be to, sisteminé insulino absorbcija i§ subkutaninés injekcijos yra santykinai léta,
daZnai reikalauja 45-90 minu&iy, netgi kai naudojama greitai veikianti insulino vaisto
forma. Taigi, egzistuoja poreikis pateikti alternatyvias vaisto formas bei jvedimo badus,
kurie i3vengty injekcijy sau ir kurie uztikrinty greita sisteminj insulino jsisavinima.

Tyrinéta daug neinjekuojamy vaisto formy, tokios kaip peroraliné ir nazaliné, tadiau
kaip iy pastangy rezultatas nebuvo sukurta jokia komercidkai vertinga peroraliné ar
nazaliné jvedimo sistema insulinui (Paston, ef al., Adv. Drug Delivery Reviews, 1, 35 (2-3),
235-247 (1999)), pagrinde dél labai Zemo ir skirtingo bioprieinamumo (Hilsted, J., et al.,
Diabetologia 38, 680-684, 1995)). Nors biopricinamuma gali padidinti absorbcijos
sustiprintojai, Sie agentai gali paZeisti gleiving.

Taciau dabar sukurtos inhaliuojamos insulino vaisto formos, kurios, atrodo yra daug

ZadanCios sprendziant dauguma aukitiau paminéty problemy. Pavyzdziui, patentas US
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5997848 (Patton et al., Inhale therapeutis Systems, Inc.) apraSo insulino sausy milteliy
vaisto forma, kuri (i) yra chemidkai ir fiziskai stabili kambario temperatiiroje, ir (ii)
ikvépus, greitai absorbuojasi per alveoliy srities epitelio lasteles i kraujotakos sistema. Ten
apradyti greito veikimo insulino vaisto formos ir biidai leidZia iSvengti varginanciy
injekeijy ir trijy ménesiy trukmés efektyvumo Zmonéms studijose pasirodé uZtikrinantys
ekvivalentiska gliukozés kiekio kontrolg I ir II tipo nuo insulino priklausorhiems
diabetikams, lyginant su subkutaninémis injekcijomis (Patton ef al., Adv. Drug Delivery
Reviews, 1, 35 (2-3), 235-247 (1999)). Sausy milteliy insulino vaisto formos, aprasytos
Patton et al., sprendZiant vaisto formos nestabilumo bei paciento nepalankumo problemas,
vis délto reikalauja daZno (pvz., su valgiu) insulino inhaliavimo, kad gliukozés kiekio
kontrolé buity efektyvi. Be to, tipitkas $io tipo insulino dozavimo reZimas greitai veikian&io
inhaliuojamo insulino pagrindu vis tiek reikalauja vienos ilgai veikiangio insulino
injekcijos nakgiai I tipo diabetikams ir kai kuriems II tipo diabetikams. Taigi vis dar
egzistuoja poreikis turéti aktyvias, tirpias, stabilias insulino formas, reikalaujancias
retesnio dozavimo, t.y., egzistuoja ilgai veikiangio insulino vaisto formy, geriay,
inhaliuojamy, poreikis.

Iigai veikiangio insulino vaisto formos geriausiai yra apibidinamos kaip turinCios
labai léta veikimo pradZia ir ilgai trunkan&ia, palyginti plok3Cia veikimo smailg. Dabartinés
ilgai veikiangios injekcinés insulino vaisto formos, t.y. ultralentas (ilgai veikianti insulino
cinko suspensija) ir protamino cinko insulino suspensija, yra toli grazu nepatenkinami.
Sios vaisto formos yra linke padidinti, o ne uZtikrinti Zema bazing insulino koncentracija,
yra nenuspéjamos, ir paprastai demonstruoja ne ilgesnj nei vienos dienos veikima. Ilgas
ultralento insulino veikimo puélaikis apsunkina optimalios dozés riby nustatyma, tuo tarpu
protamino cinko insulinas yra retai naudojamas dél savo nenuspéjamos ir ilgai trunkancios
veikimo eigos (Goodman & Gilman, “The Pharmacological Basis of Therapeutics, Ninth
Ed., Hareman and Limbird, eds, 1996, p. 1500). Kitos ilgai veikianio injekuojamo
insulino vaisto formos, kurios buvo nesékmingai tyrinétos, apima su albuminu suridta
insuling ir kobalto-insulino heksamerines vaisto formas (Hoffman, A., Ziv E., Clin.
Pharmacokinet, 33(4):285-301 (1997)).

Daug kity ilgai veikiangio insulino vaisto formy taip pat buvo tiriamos. [ Sias vaisto
formas jeina liposomos, turin&ios didelj lipidy pertekliy insulino atzvilgiu (Liu. F-Y, et al.,

Pharm. Res. 10, 228-232, (1993)), poringos poly(pieno riigities ir glikolio riigSties
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- kopolimeras) (PLGA) insulino dalelés (Edwards, D.A., ef al., Science 276(5320), 1868-
1871 (1997)), purskiamos PLGA nanosferos (Kawashima, Y., et al., J. Controlled Release,
62(1-2): 279-287 (1999)) ir fosfolipido/protamino insulino vaisto formos (Vanbever, R., e
al., Proc. Control Rel. Bioact. Mater. 25, 261-262 (1998)). Deja, visos $ios vaisto form(ﬂ)’s
pasirodé netinkamos dél Zemo bioprieinamumo i3bandZius su Ziurkémis arba dél vaisto
formos netobulumo. Taigi, seniai egzistuoja poreikis optimaliai ilgo poveikio insulino
vaisto formai, kuri biity bioaktyvi, fizi¥kai ir chemigkai stabili, tirpi vandenyje ir,
pageidautina, monomeriné. Idealiu atveju tokia vaisto forma biity tinkama jvedimui |

plaugius.
I8radimo santrauka

Vienu aspektu dabartinis iSradimas yra paremtas insulino kompozicijomis, skirtomis
ivedimui | sisteming kraujo apytaka per gilyjji plauti. Tiksliau sakant, idradimo
kompozicijos apima insulino konjugata, kovalentidkai sujungta su viena ar daugiau
negamtinio hidrofilinio polimero molekuliy. Pageidaujamame jgyvendinime, negamtinis
hidrofilinis polimeras, kovalentiskai sujungtas su insulinu yra polialkileno glikolis, toks
kaip polietileno glikolis (PEG), nors visi toliau $ioje apibréZtyje iSdéstyti jgyvendinimai
gali biiti pritaikyti kitiems negamtiniams hidrofiliniams polimerams.

Apskritai, iSrastas insulino-polimero konjugatas rodo geresnes farmakokinetines ir
farmakodinamines savybes, lyginant su natyviu insulinu, ypatingai jvedus i plau¢ius.
Vienam jgyvendinime, &ia pateikti PEG-insulino konjugatai pademonstravo gera absoliuty
bioprieinamumg, jvedus | plaudius ir | gilivosius plaudius. Ypatingame jgyvendinime,
iSrastas PGE-insulino konjugatas yra apibiidinamas absoliu¢iu bioprieinamumu jvedus
plaudius, kuris yra netgi didesnis uZ natyvaus insulino. Pageidautina, kad iSrastas PEG-
insulino konjugatas turéty absoliuty bioprieinamuma, jvedus i plaucius, kuris biity
maziausiai 1,5-2 kartus didesnis nei natyvaus insulino. Dar labiau pageidautiname
igyvendinime, PEG-insulino konjugatas pagal §j iSradima apibiidinamas absoliugiu
bioprieinamumu, jvedus | plaudius, kuris yra didesnis nei apie 15%, dar labiau
pageidautina, didesnis nei apie 20% , arba labiausiai pageidautina, didesnis nei apie 30%.

Dar viename jgyvendinime, iSrastas PEG- insulino konjugatas, jvedus { plauius,

parodo Tmax (laika, reikalinga pasiekti maksimalig koncentracija), kuris yra maziausiai
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1.5 karto didesnis nei natyvaus insulino, labiau pageidautina 2 arba 3 kartus, arba
labiausiai pageidautina 5 kartus didesnis, nei natyvaus insulino.

PEG, naudojamas i3radimo junginiuose, gali turétti keleta skirtingy savybiy.
Viename idradimo jgyvendinime, PEG-insulino konjugato polietilenglikolio dalis, kaip &ia
aprayta, grandinés gale baigiasi inertiska arba nereaktyvia terminaline grupe, tokia kaip
alkoksi grupé arba tiksliau kalbant metoksi grupé.

Alternatyviame jgyvendinime, konjugato polietilenglikolio dalis turi struktira,
ypatingai tinkangia insulino prijungimui, jskaitant linijinius polietilenglikolius ir daug Saky
turintios grandinés arba $akotos grandinés polietilenglikolius. Dar kitame jgyvendinime
PEG-insulino konjugatas gali apimti dvi po viena funkcija derivatizuotas insulino
molekules, sujungtas di-aktyvintu polietilenglikoliu (insulinas-PEG-insulinas). Kitu atveju,
insulino molekulé savo “hantelio” struktiiroje gali biiti toliau modifikuota papildomais
PEG.

Kitame igyvendinime i$radimo PEG-insulino konjugatas apima dvisakj
polietilenglikolj, turintj Sakota fragmenta polimerinés grandinés viename gale ir dvi (arba
dviejy kartotinio) laisvas reaktyvias grupes, prijungtas prie Sakoto fragmento
kovalentiniam insulino  prijungimui. Siame iSradimo igyvendinime, Sakota
polietilenglikolio struktiira leidZia prijungti polimery granding prie dviejy ar daugiau
insulino molekuliy. _

Polietilglikolis kaip i¥radimo insulino konjugato dalis gali pasirinktinai turéti vieng
ar daugiau suskaidomy junggiy.

Paprastai, insulinas yra kovalenti¥kai sujungtas su PEG per jungiantj tiltel, kuris yra
PEG gale. Pageidautini jungiantys tilteliai, naudojami iradime, apima tinkantias
konjugavimui su reaktyviu insulinu amino grupes, tokias kaip N-hidroksisukcinimido
aktyvils esteriai, aktyvils karbonatai, aldehidai ir acetaliai.

Dar kitame igyvendinime, PEG, kovalentidkai sujungtas su insulinu iSradimo
konjugate, susideda i§ nuo apie 2 iki apie 300 sub-vienety (OCH,CH,), pageidautina nuo 4
iki 200 sub-vienety, o dar labiau pageidautina nuo apie 10 iki 100 sub-vienety.

Alternatyviame igyvendinime, PEG, kovalenti3kai sujungto su insulinu nominali
vidutiné molekuliné masé yra nuo apie 200 iki apie 10,000 daltony. Pageidautiname

igyvendinime, PEG nominali vidutiné molekuliné mas¢ yra nuo apie 200 iki 5000 daltony.
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Dar labiau pageidautiname jgyvendinime, PEG nominali vidutiné molekuliné masé yra nuo
.. apie 200 iki 2000 daltony arba nuo apie 200 iki 1000 daltony.

Ypatingame jgyvendinime, konjugate esanti insulino dalis apima natyvy Zmogaus
insuling.

Dar kitame jgyvendinime, i$radimo kompozicijos konjugatas turi didesne nei apie
90% grynuma (t.y. konjugato struktiiros dalis 90% ar daugiau pagal mase susideda i$ vieno
ar daugiau PEG-insulino). Tai reitkia, kad i¥radimo kompozicijos gali biiti apibiidintos
dideliu konjugato insulino komponenty grynumo laipsniu, t.y., struktiira neturi juntamo
laisvojo polietilenglikolio raiy ar kity su PEG susijusiy priemai$y kiekio.

Viename jgyvendinime, iSradimo kompozicija susideda i3 konjugato, kuriame
insulinas yra kovalentiskai prijungtas prie PEG per savo vieng ar daugiau amino grupiy.
Iradimo kompozicijoje esantis insulinas gali bati mono-pakeistas (t.y., turintis tik vieng
kovalentiskai prijungta PEG). Ypatingas atitinkantis iSradima mono-pakeistas PEG-
insulino konjugatas apima polietileno glikolio fragmenta, kovalentizkai prijungta prie
insulino molekulés vietos, parinktos i¥ grupés, susidedangios i PheB1, GlyAl ir LysB29.

Pageidaujamame igyvendinime, PEG fragmentas yra kovalentidkai prijungtas prie
insulino PheB1 vietos. Viename jgyvendinime, maziausiai mazdaug 75% B-1Phe viety
insuline yra kovalentikai prijungtos prie PEG.

I3radimo kompozicijos taip pat gali apimti mono-konjuguoto ir di-konjuguoto PEG
insulino miginj, turintj bet kuria ar daugiau auk$iau apralyty savybiy. Tokios
kompozicijos gali apimti ir tri-konjuguota PEG insuling.

Alternatyviame jgyvendinime, atitinkantis i§radima PEG insulino konjugatas yra
apibiidinamas proteolizés greitiu, kuris yra maZesnis, lyginant su nepegilintu ar natyviu
insulinu.

Sio isradimo kompozicija taip pat gali apimti PEG-insulino konjugato ir nechemikai
modifikuoto arba natyvaus insulino misinj.

Taip pat apimama auk3tiau apradyta kompozicija aerozolinéje formoje.

ISradimo kompozicijos gali biti iStirpintos ar suspenduotos skystame arba sausame
pavidale, ir gali papildomai turéti farmaciniu poZitiriu priimting uZpilda.

Taip pat ia pateikiamas bioaktyvaus polietilenglikolio insulino konjugatas, tinkantis

ivedimui i giliuosius plaugius inhaliuojant.
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Dar kitu aspektu i$radimas pateikia PEG insulino konjugato jvedimo Zinduoliams,
esant reikalui, metoda, jvedant anks¢iau apraSyta aerozoling PEG insulino kompozicijos
formg inhalivojant.

I§radimas pateikia kita aspekta, metoda, kuris leidZia pateikti i§ esmés
neimunogening insulino kompozicija, tinkan¢ia jvedimui i plau€ius. Sis metodas apima
insulino kovelentiska sujungimg su viena ar daugiau Cia apraSyto negamtinio hidrofilinio
polimero molekuliy, bei kompozicijos jvedima i plaucius inhaliuojant, ko pasékoje
insulinas per plaudius patenka i kraujo apytaka.

Dar vienu aspektu, yra pateiktas ilgalaikio poveikio insulino kompozicijos, skirtos
ivedimui | Zmogaus plaudius, gavimo biidas. Biidas apima insulino kovalentilka
prijungima prie vienos ar daugiau negamtinio hidrofilinio polimero molekuliy, kas duoda
kompozicija, kuri apima insulino-hidrofilinio polimero konjugata, ir kompozicijos jvedima
i plaugius inhaliuojant. Po jvedimo insulinas per plaudius patenka i kraujo apytaka ir
aukitesnis kraujyje esandio insulino kiekis yra idlaikomas maZiausiai 8 valandas nuo
ivedimo.

Iiradimo PEG insulino konjugatas, aerozolizuotas ir jvestas inhaliuojant, yra
naudingas diabeto (DM) gydyme.

Sie ir kiti iSradimo objektai ir poZymiai taps aiSkesni perskaitius sekantj detalyji

apraSyma.
Trumpas figiry apradymas

Fig. 1 yra pavyzdinio PEG-insulino konjugato (“750-2 PEG-insulinas™) fermentinio
skaidymo grei¢io kreive, lyginant su nemodifikuoto insulino kontrole, kaip apradyta 6
pavyzdyje.

Fig. 2 yra serumo insulino vidutiniy koncentracijy kreivé, jvedus pavyzdinio PEG-
insulino konjugato (SK PEG-insulinas”) kompozicija, lyginant su nepegilinto insulino
kompozicija (detalés pateiktos 7 pavyzdyje).

Fig. 3 yra gliukozés vidutiniy koncentracijy kraujyje kreive, jvedus pavyzdinio PEG-
insulino konjugato (5K PEG-insulinas”) kompozicija, lyginant su nepegilinto insulino

kompozicija (detalés pateiktos 7 pavyzdyje).
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Fig. 4 yra serumo insulino vidutiniy koncentracijy kreivé, intratrachéjiniu biidu
instiliavus Ziurkiy patinéliams pegilinta insuling (150 pg/gyvuliukui, 5K PEG insulinas),
lyginant su nepegilintu insulinu (40 pg/gyvuliukui) (8 pavyzdys).

Fig. 5 yra gliukozés vidutiniy koncentracijy kraujyje kreive, intratrachéjiniu biidu
instiliavus Ziurkiy patinéliams pegilinta insuling (150 pg/gyvuliukui, 5K PEG insulinas),
lyginant su nepegilintu insulinu (40 pg/gyvuliukui) (8 pavyzdys).

Fig. 6 yra serumo insulino vidutiniy koncentracijy kreive, intratrachéjiniu biidu
instiliavus Ziurkiy patinéliams pegilinta insuling (750-1 PEG insulinas), lyginant su
nepegilintu insulinu (9 pavyzdys).

Fig. 7 yra gliukozés vidutiniy koncentracijy kraujyje kreiveé, intratrachéjiniu bidu
instiliavus Ziurkiy patinéliams pegilinta insuling (750-1 PEG insulinas), lyginant su
nepegilintu insulinu (9 pavyzdys).

Fig.8 yra serumo insulino vidutiniy koncentracijy kreive, intratrachéjiniu biidu
instiliavus Ziurkiy patiné¢liams pegilinta insuling (750-1 PEG insulinas, 80 ir 160
pg/gyvuliukui), lyginant su nepegilintu insulinu (80 pg/gyvuliukui) (10 pavyzdys).

Fig. 9 yra gliukozés vidutiniy koncentracijy kraujyje kreive, intratrachéjiniu biidu
instiliavus Ziurkiy patinéliams pegilinta insuling (750-1 PEG insulinas, 80 ir 160
ug/gyvuliukui), lyginant su nepegilintu insulinu (80 pg/gyvuliukui) (10 pavyzdys).

Fig. 10 yra serumo insulino vidutiniy koncentracijy kreivé, intratrachéjiniu biidu
instiliavus Ziurkiy patinéliams pegilinta insuling (750-1 PEG insulinas, 80 pg/gyvuliukui),
lyginant su nepegilintu insulinu (80 pg/gyvuliukui) (11 pavyzdys).

Fig. 11 yra gliukozés vidutiniy koncentracijy kraujyje kreivé, intratrachéjiniu badu
instiliavus Ziurkiy patinéliams pegilintg insuling (750-1 PEG insulinas, 80 pg/gyvuliukui),
lyginant su nepegilintu insulinu (80 pg/gyvuliukui) (11 pavyzdys).

Fig. 12 yra gliukozés vidutiniy koncentracijy kraujyje kreive, intratrachéjiniu biidu
instiliavus Ziurkiy patinéliams pegilinta insuling (2K PEG insulinas, 300 pg/gyvuliukui,
600 pg/gyvuliukui, 900 pg/gyvuliukui, 1200 pg/gyvuliukui, ), lyginant su nepegilintu
insulinu (80 pg/gyvuliukui) (12 pavyzdys).

Fig. 13 yra serumo insulino vidutiniy koncentracijy kreive, jvedus intraveniniu biidu
pegilinto (2K PEG) insulino pavyzding kompozicija, lyginant su nepegilintu insulinu

(detalés pateiktos 13 pavyzdyje).
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Fig. 14 yra gliukozés vidutiniy koncentracijy kraujyje kreive, jvedus intraveniniu
biidu pegilinto (2K PEG) insulino pavyzding kompozicija, lyginant su nepegilintu insulinu
(detalés pateiktos 13 pavyzdyje).

Detalus i$radimo apraSymas

Ivairiy tipidky PEG insulino konjugaty struktiira, sintezé bei charakteristikos buvo
optimizuoti jvedimui { plaudius. Nors PEG insulino molekuliy gavimas buvo apraytas
ankstiau, kovalentinis PEG prijungimas ilgalaikio poveikio jkvepiamo insulino vaisto
formoms nebuvo parodytas. Siuo atzvilgiu sunkumai, su kuriais susidiré pareiskéjas, buvo
pateikti PEG insulino konjugata, turintj optimaliy skaitiaus, vietos, struktiros ir
molekulinés PEG grandiniy, prijungty prie insulino molekulés, masés balansa, kad gauty
insulino kompozicijas, tinkamas jvedimui i sisteming apytaka, pageidautina per giliuosius
plautius. Stebétinai, remiantis auk$&iau paminétais dalykais, idradéjai atrado tam tikras
PEG-modifikuotas insulino vaisto formas, turin&ias vieng ar daugiau i3 sekan€iy savybiy:
(i) kurios yra bioaktyvios, t.y., parodo maZiausiai 5% natyvaus insulino aktyvumo, arba
pageidautinai turingios bioaktyvuma, kuris i§ esmés yra iSlaikomas toks pat arba
minimaliai maZesnis nei natyvaus insulino, arba dar labiau pageidautina, turintios geresnj
bioaktyvuma nei natyvus insulinas, (ii) kurios yra absorbuojamos i plauciy { kraujotakos
sistema, (0 ne “prikimba” plaugiuose), (iii) kurios yra chemi3kai ir fiziskai stabilios, (iv)
kurios, jvedus | plaugius, pasiekia insulino kieki kraujyje, kuris yra vir$ foninio maZiausiai
8 valandas po jvedimo, (v) kurios yra atsparios fermentinéms insuling skaidanciy fermenty
atakoms ir (vi) kurios pasizymi gyvavimo puslaikiais, kurie yra ilgesni nei nepegilinto

insulino, jvedus inhaliuojant, kas bus akivaizdu toliau skaitant sekantj apradyma.

I._ Apibrézimai

Isradimo apra$yme naudojami terminai turi toliau nurodytas reik3mes.

Patikslinimuose ir papildymuose naudojamos vienaskaitinés formos apima ir
daugiskaitos referentus, iSskyrus kai kontekstas ai3kiai diktuoja Kitaip.

“Insulino” naudojamo Siame apraiyme reik3mé apima proinsuling ir bet kokj

iSgryninta isskirta polipeptida, turintj dalj arba visa pirming struktiring konformacija (tai
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reiSkia, vientisa aminoriigd¢iy seka) ir turintj maziausiai viena i§ biologiniy gamtinio
" insulino savybiy. Apskritai, termino “insulinas” reik§mé apima gamtinj ir sintetinés kilmes
Jinsuling, apimant glikoformas bei analogus ir polipeptidus, turin&ius vieng ar daugiau
aminoriigdties modifikacija (i$trynima, jterpima ar pakeitima), kuriy mastas i§ esmés
leidzia i3laikyti maZiausiai 80% ar daugiau gydomojo aktyvumo, palyginus su pilnu
insulinu (pries chemines modifikacijas su hidrofiliniu, negamtiniu polimeru kaip aprasyta
Siame apraSyme). Dabartinio iSradimo insulinai gali biti pagaminti standartiniu bidu,
apimant, bet neapribojant kasos ekstrakcija, rekombinanting ekspresija bei in vitro
polipeptiding sintezg. Natyvus arba laukinio tipo insulinas reiSkia insuling, turintj
aminoriigi¢iy seka, atitinkan&ia gamtoje randamo insulino aminoriigi&iy seka. Natyvus
arba laukinio tipo insulinas gali bti natiralus (t.y. iskirtas i§ gamtinio 3altinio) arba
susintetintas.

“Fiziologi3kai suskaidomas” arba “degraduojamas” rySys yra silpnas rysys, kuris
reaguoja su vandeniu (t.y. yra hidrolizuojamas), esant fiziologinéms salygoms.
Pageidautini rysiai, kuriy hidrolizés vandenyje, esant pH 8, 25 °C, puslaikis yra maZiau nei
30 minugiy. Rysio polinkis hidrolizuotis vandenyje priklauso ne tik nuo bendro jungties
tipo, jungiangio du centrinius atomus, bet taip pat nuo pakaity, prijungty prie centriniy
atomy. Atitinkamos hidroliti¥kai nestabilios arba silpnos jungtys apima, bet neapsiriboja
karboksilato esteriu, fosfato esteriu, anhidridais, acetaliais, ketaliais, aciloksialkilo eteriu,
iminais, ortoesteriais, peptidais ir oligonukleotidais.

“HidrolitiSkai stabilus™ rySys arba jungtis nurodo chemini ry3j, paprastai kovalentinj,
kuris yra i§ esmés stabilus vandenyje, tai reidkia, fiziologinémis salygomis nepatiria jokios
pastebimos hidrolizés per istgsta laiko tarpa. Hidrolitiskai stabiliy jungliy pavyzdZiai
apima, bet neapsiriboja sekandius: anglies-anglies rySiai (ty., alifatinése grandinése),
eteriai, amidai, uretanai ir pan. Apskritai, hidroliti¥kai stabilios jungtys yra tokios, kuriy
hidrolizés dienos norma yra maZesné nei apie 1-2% esant fiziologinéms salygoms. Tipidky
cheminiy junggiy hidrolizés normos gali bati randamos daugumoje standartiniy chemijos
vadovéliy.

“PEG” arba polietileno glikolis, kaip naudojama iame apraiyme, reidkia bet kokj
vandenyje tirpy poli(alkilenoksidg). Dazniausiai, PEG naudojamas $iame i3radime turi
tokig struktira, “-CH.CH;O(CH,CH;0),CH,CH,-, kurioje viso PEG fragmento

terminalinés grupés arba konkreti viso PEG fragmento architektiira gali biiti skirtinga.
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Papras¢iausias naudojamas PEG yra pakeistas gale PEG, kuriame vienas PEG galas yra
uzbaigtas palyginti neaktyvia grupe, paprastai alkoksi grupe, tokia kaip metoksi (-OCH3),
tuo tarpu kitas galas yra hidroksilo grupe, kuri gali biiti chemiskai modifikuota. Tam tikros
PEG formos, kurios naudojamos iradimo insulino konjugaty paruoimui, tokios kaip
Sakotosios, linijinés, dvisakés ir pan., bus detaliai apraSytos toliau.

“PEG insulino konjugatas” nurodo insulino molekulg (kaip apibréZta aukiCiau),
turin&ia kovalenti¥kai prijungta ar sujungta maZiausiai viena polietileno glikolio fragmenta
ir turin&ia bet kokj i¥matuojama insulino aktyvumo laipsni (t.y. nuo apie 2% iki apie 100%
ar daugiau natyvaus insulino biologinio aktyvumo.)

“Nominali vidutiné molekuliné masé” hidrofilinio, negamtinio polimero, tokio kaip
PEG, kontekste, nurodo viduting polimero molekuling masg, paprastai nustatoma
molekuliniy siety chromatografija, §viesos sklaida arba ribiniu klampos skai€iumi 1,2,4-
trichlorbenzene. I§radimo polimerai paprastai yra polidispersiski, turintys Zema, mazesng
nei 1,05 polidispersidkumo reikSmeg.

“Lipofilinis fragmentas” yra toks, kuris prijungus ji prie iSradime apradyto
hidrofilinio polimero, tiek suskaidomu ar nesuskaidomu ry3iu, yra i§ esmes efektyvus
pakeisti hidrofiling polimero ir, tokiu biidu, polimero-insulino konjugato, prigimtj.
Tipiskos lipofilinés grupés, tokios kaip riebaly rugstys, susideda i¥ apie 12-22 anglies
atomuy.

“I¥ esmés neimunogeninis” iSradimo insulino konjugatas turi sumaZintg
imunogenidkuma palyginus su natyviu insulinu. Imunogeniskumas gali bati jvertintas
nustatant antikiiny titrus pelése arba, pageidautina, triudiuose, jvedus nemodifikuota
insulina, ir palyginimui PEG insulino konjugata.

“Alkilas” nurodo angliavandenilio grandines, paprastai esan¢ias nuo 1 iki 15 atomy
ilgio. Angliavandenilio grandinés yra pageidautinai, bet nebitinai prisotintos ir gali
pasirinktinai turéti prijungtas papildomas funkcines grupes. Angliavandenilio grandinés
gali biiti $akoto arba tiesaus pavidalo. Pavyzdinés alkilo grupés apima etila, propila, 1-
metilbutila, 1-etilpropila ir 3-metilpentila. Viename pageidautiname iSradimo
igyvendinime konjugatai, susidedantys i3 alkilinto PEG, ir ypatingai i3 linijinio alkilinto

PEG, yra tie, kurie turi alkilo dalj, kuri néra riebaly rigstis ar kitas lipofilinis fragmentas.
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“Zemesnysis alkilas” reiskia alkilo grupe, susidedan&ia i$ nuo 1 iki 5 anglies atomy ir
esandia tiesios arba 3akotos grandinés, kaip pavyzdziui metilas, etilas, n-butilas, i-butilas, t-
butilas.

“Absoliutus bioprieinamumas plaudiuose” yra jvestos i plauCius vaisto dozés (t.y.,
idradimo PEG insulino konjugato) procentas, absorbuojamo ir patenkan&io | Zinduolio
kraujo apytaka, atitinkantis intraveninio natyvaus insulino doz¢. Tipidkos pavyzdinés
sistemos absoliudiam bioprieinamumui plaugivose {vertinti yra Ziurké, Suo, triuis ir
beZdzioné. ISradimo inhalivojamos PEG insulino kompozicijos vienu aspektu yra
apibiidinamos absoliu¢iu bioprieinamumu plaugiuose maziausiai 20% plazmoje arba
kraujyje, su absoliugiu bioprieinamumu plaudiuose nuo 10% iki 30% ar daugiau. Apskritai,
priklausomai nuo specifinés PEG insulino konjugato prigimties, iSradimo konjugatas turi
absoliuty bioprieinamuma plau¢iuvose maZiausiai apie: 10%, 12%, 15%, 18%, 20%, 25%,
30%, 32%, 35% ar daugiau. Absoliutus biopricinamumas plauCiuose gali biti
paskaiSiuotas iSmatavus PEG insulino konjugato absorbcija, jvedus tiesioginiu
intratrachéjiniu jvedimu, instaliacija arba inhaliacijos biidu.

“Pasiskirstymo faz&”, kalbant apie PEG insulino konjugato gyvavimo puslaiki,
nurodo pradine staigia faze, kurios metu insulinas dingsta i§ plazmos. Paskutinis létos arba
eliminacijos fazés puslaikis reidkia létaja fazg, kurios metu insulinas yra paSalinamas i3
kiino. |

“Ilgalaikio poveikio” insulinas nurodo insuling, kurio poveikio trukmé (t.y., didesnis
nei bazinis kiekis kraujyje) yra maZiausiai 6 valandos, pageidautina maZiausiai 8 valandos.

“Sureguliuotas gliukozés kiekis” nurodo gliukozés lygi kraujyje (pvz., po idradimo
PEG insulino konjugato jvedimo), kuris yra sureguliuotas Zemiau foninio arba bazinio
lygio.

“Farmaciniu poZiliriu priimtina druska” apima, bet neapsiriboja, aminoriigi¢iy
druskas, druskas su neorganinémis riigitimis, tokiomis kaip chlorido, sulfato, fosfato,
difosfato, hidrobromido ir nitrato druskos, arba druskas su organinémis riigStimis, tokias
kaip malato, maleato, fumarato, tartrato, sukcinato, etilsukcinato, citrato, acetato, pieno,
metansulfonato, benzoato, askorbato, para-toluensulfonato, palmoato, salicilato ir stearato,
taip pat estolato, gluceptato ir laktiobionato druskos. Panaiai, druskos, turintios
farmaciniu pozidriu priimting katijona, apima, bet neapsiriboja, natrio, kalio kalcio,

magnio, aliuminio, li¢io ir amonio (jskaitant pakeisto amonio) druskas.
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“Aminoriigstis” reiskia bet kokj junginj, turintj ir amino, ir karboksiragsties grupe.
Nors amino grupés daZniausiai pasitaiko gretimoje karboksifunkcijai pozicijoje, amino
grupé gali biiti bet kurioje molekulés vietoje. Aminoriigstis taip pat gali apimti papildomas
funkcines grupes, tokias kaip amino, tio, karboksilo, karboksamido, imidazolo ir kt.
Aminoriigtis gali biiti sintetiné arba gamtiné, bei gali biiti panaudojama tiek raceminéje
tiek optiskai aktyvioje (D-, arba L-) formoje, iskaitant jvairias enantiomery proporcijas.

“Peptidai” yra sudaryti i§ dviejy ar daugiau aminorfig8¢iy, sujungty peptidiniu rySiu.
Peptidai gali biiti homo- arba hetero- peptidai (t.y., sudaryti i identi3ky arba skirtingy
aminoriigd¢iy liekany kaip apraSyta auk3tiau), bei gali bati nuo dviejy aminoriigdtiy iki
keleto Simty aminoriiggiy ilgio.

“Sausi milteliai” nurodo miltelius, kurie paprastai turi maZiau kaip 10% drégmeés.

Kompozicija, kuri yra “tinkama jvedimui i plau¢ius” nurodo kompozicija, kuri gali
biiti aerozolizuota ir inhaliuota taip, kad dalis aerozolizuoty daleliy pasiekia plautius bei
leidzia prasiskverbti i kvépavimo traktg bei alveoles. Tokia kompozicija yra laikoma
ikvepiama arba inhaliuojama.

“Aerozolizuotos” dalelés yra skystos arba kietos dalelés, kurios yra suspenduotos
dujose, paprastai kaip inhaliacinio prietaiso paleidimo (arba suveikimo) rezultatas, tokio
kaip sausy milteliy inhaliatoriaus, pulverizatoriaus, kalibruotos dozés inhaliatoriaus arba
purskiklio.

“Emituota dozé” arba “ED” numato vaisto formos pateikimo indikacijas po
paleidimo arba dispergavimo atitinkamame inhaliaciniame ijtaise. Dar konkregiau, sausy
milteliy vaisto formoms, ED yra procentinis milteliy kiekis, kuris yra iStrauktas i3
vienetinés dozés pakuotés ir kuris yra inhaliacinio prietaiso kandiklyje. ED yra
apibréziamas kaip inhaliaciniame prietaise pateiktos ir nominalios dozés santykis (t.y.,
milteliy vienetinés dozés masé, patalpinta atitinkamame inhaliaciniame jtaise prie3
paleidimg). ED yra eksperimentilkai apibréZiamas parametras ir paprastai jis yra
apibréZziamas naudojant in-vitro jtaisa, kuris nustatytas imituoti ligonio dozavima. ED
reik§més nustatymui nominali sausy milteliy dozé, paprastai vienetinés dozés formoje, yra
patalpinama atitinkamame sausy milteliy inhaliaciniame prietaise (tokiame kaip apradyta
JAV patente NR. 5785049, Inhale Therapeutics Systems), kuris jjungtas disperguoja
miltelius. Susidares aerozolio debesis yra vakumu i3traukiamas i§ jtaiso, kur jis yra

uzfiksuojamas filtre, kuris yra prijungtas prie prietaiso kandiklio. Milteliy kiekis, kuris
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~ pasiekia filtrg ir sudaro emituoty doze. PavyzdZiui, jei 5 mg sausy milteliy turinti dozés
forma patalpinta inhaliaciniame jtaise, ir jei milteliy dispergavimo metu gauna 4 mg
milteliy ant filtro kaip apra3yta auk3¢iau, tuomet emituota sausy milteliy kompozicijos
dozé yra: 4 mg (gauta dozé)/5 mg (nominali dozé¢) x 100 = 80 %. Nehomogeniniams
milteliams ED verté parodo ne sausy milteliy, o vaisto pristatyma i$ inhaliacinio jtaiso po
paleidimo ir yra paremta vaisto kiekiu, o ne sausy milteliy mase. Panaliai MDI ir
purdkiamoms dozavimo.formoms ED atitinka vaisto procenting dalj, kuri yra itraukiama i§
dozavimo formos ir kuri yra inhaliacinio prietaiso kandiklyje.

“Smulkiy daleliy dozé” arba “FPD” yra apibréZiama kaip milteliy daleliy masés
procentas, kurios turi aerodinaminj skersmenj maZesnj nei 3.3 pm, paprastai i¥matuota
Anderseno pakopiniu prietaisu. Sis parametras parodo koks procentas daleliy turi
didZiausia galimybe pasiekti ligonio gilivosius plaugius, kur vaistiné medziaga baty
sistemiskai sunaudota.

“Dispersiniai” arba “i§sklaidyti” milteliai yra tokie, kuriy ED vert¢ yra maZiausiai
30%, labiau pageidautina 40-50%, ir dar labiau pageidautina maZiausiai 50-60% ar
didesne.

“Masés vidurinis skersmuo” arba “MMS” yra vidutinio dalelés dydZio matas,
kadangi idradimo milteliai paprastai yra polidispersiski (t.y., susideda i3 jvairaus dydZio
daleliy). MMS reik¥més, duodamos Ziame apralyme, yra nustatytos sedimentacijos
centrifuguojant biidu, nors ir daugelis kity paprastai vartojamy bidy gali bati panaudoti
vidutinio dalelés dydZio i¥matavimui (t.y. elektroniné mikroskopija, 3viesos sklaida,
lazeriné difrakcija).

“Masés vidurinis aerodinaminis skersmuo” arba “MMAS” yra disperguotos dalelés
aerodinaminio dydZio matas. Aerodinaminis skersmuo yra naudojamas aerozolizuoty
milteliy nusédimui apra3yti, ir yra skersmuo vienodo tankio sferos, turinfios ta patj
nusédimo greitj ore, kaip ir dalelé. Aerodinaminis skersmuo apima dalelés forma, tankuma
ir fizinj dydj. Siame aprayme naudojama MMAS reik3mé nurodo aerodinaminj dalelés
dydzio aerozolintuose milteliuose pasiskirstymo, nustatyto kaskadiniu spaudimu, vidurinj
taska arba mediana, jei nenurodyta kitaip.

“Farmaciniu poZiiriu priimtinas uZpildas arba nesiklis” nurodo uZpilda, kuris gali

pasirinktinai bati jtrauktas j idradimo kompozicijas. Inhaliacinéms kompozicijoms
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pageidautini uZpildai, kurie gali baiti jtraukti | plau€ius be jokio Zymaus neigiamo toksinio
poveikio subjektui ir ypa¢ subjekto plautiams.

“Farmaciniu poziiriu efektyvus kiekis” arba “fiziologidkai efektyvus kiekis” yra
PEG insulino konjugato, esangio terapinéje formoje, kuri apraSyta Siame apraSyme, kiekis,
kurio reikia, norint palaikyti pageidaujama insulino lygj kraujotakos sistemoje bei pasiekti
reikalinga gliukozés lygj. Tikslus kiekis priklausys nuo daugelio veiksniy, ty. nuo
konkretaus PEG insulino, naudojamo jvedimo jtaiso, terapinés kompozicijos komponenty
ir juy fiziniy charakteristiky, planuojamos ligoniy populiacijos, ligonio aplinkybiy ir pan.,

bei gali biiti lengvai nustatoma tos srities specialisto, remiantis ¢ia pateikiama informacija.

I Hidrofiliniai, negamtiniai polimero — insulino konjugatai

Remiantis isradimu, buvo paruo3ta keletas iliustraciniy PEG insulino konjugaty. Nors
polietilenglikolis yra pageidautinas polimeras ruo$iant idradimo konjugatus, taip pat gali
biiti panaudoti kiti vandenyje tirpiis, hidrofiliniai, negamtiniai polimerai. Kiti polimerai,
tinkami  naudojimui  i¥radime, apima  polivinilpirolidong, polivinilalkoholj,
poliakriloilmorfilina, polioksazoling, bei poli(oksietilintus poliolius), tokius kaip
poli(oksietilinta glicerolj), poli(oksietilinta sorbitolj) ir poli(oksietilinta gliukozg). Taip pat
gali biiti naudojami polimerai, susidedantys i§ subvienety arba subvienety bloky, atrinkty i3
auk$tiau paminéty vandenyje tirpiy polimery. Be to, gali biiti vartojami ir
polietilenglikolio ir polipropilenglikolio ko-polimerai. Pageidautina, kad i$radimo

" polimerai i$ esmés nebiity riebaly rigstys ar kiti lipofiliniai fragmentai.

Sekantis skyrius parodo, kad atidZiai parinkus vieng ar daugiau PEG fragmenty,
pegilinimo reagentus, insulino pegilinimo vietas, pegilinimo salygas ir po to einantj
konjugato gryninima, gali biiti gaunamos PEG-insulino kompozicijos, turinios reikiamas
klinikines savybes (t.y., pagerintas farmakokinetines ir/arba famakodinamines savybes).

Specifinés idradimo PEG insulino konjugaty savybés pateikiamos toliau.

A. Struktiirinés polimero ir susidariusio konjugato savybés

Isradimo PEG insulino konjugatas paprastai susideda i3 vienos arba daugiau PEG

grandiniy, kuriy kiekvienos molekuliné masé svyruoja nuo 200 iki apytiksliai 40000
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daltony, o pageidautinai svyruoja nuo 200 iki 10000 daltony. Pageidautina, i&radime
naudojamas PEG turés viduting molekuling masg svyruojanéia idvardintose ribose: nuo 200
iki 100000 daltony, nuo 200 iki 75000 daltony, nuo 2000 iki 6000 daltony, nuo 200 iki
5000 daltony, nuo 200 iki 3000 daltony, nuo 2000 iki 2000 daltony ir nuo 200 iki 1000
daltony. Pavyzdiniai su PEG paruosti konjugatai, turintys 5000, 2000 ir 750 daltony
molekuling masg yra pateikti 1-4-ame pavyzdZiuose.

Pageidautini PEG-insulinai, skirti jvedimui { plaugius, apima PEG fragmenta, turintj
mazesng nei 5000 daltony molekuling mase, pageidautina maZesne nei 2000 daltony arba
netgi maZiau nei 1000 daltony. Viename ypatingame idradimo jgyvendinime PEG insulino
konjugatas apima PEG jungtj, turingia viena i§ sekan&iy vidutiniy molekuliniy masiy: 200,
300, 400, 500, 600, 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000 arba 5000. Didesnés
molekulinés PEG masés gali biiti atskirais atvejais maZiau pageidautinos dél potencialaus
insulino molekulés aktyvumo praradimo arba, jvedus | plaudius, dél sumaZéjusio
efektyvumo pereinant plaugius (8 pavyzdys).

Tuo tarpu kai Zemesnés molekulinés masés PEG gali biiti pageidaujamos dél
didéjantio bioprieinamumo, didesnés molekulinés masés PEG grandinés, t.y. turinios
viduting molekuling mase lygia 5000, 10000, 15000, 20000, 25000, 30000, 40000 ar
daugiau daltony, nors ir aptikta, kad apskritai mazina natyvaus insulino bioprieinamuma,
tatiau gali biti pageidautinos dél didesnio puslaikio, ypa& injekuojamy vaisto formy
atveju. Tai reidkia, kad Zymus farmakokinetiniy parametry pagerinimas, t.y., plotas po
kreive (AUC), didelés molekulinés masés PEG insulinui (palyginti su natyviu) gali daugiau
nei kompensuoti prarastg aktyvuma.

Kalbant apie subvienety skai€iy, iSradime naudojami PEG paprastai susidés i3
(OCH,CHj) subvienety, kuriy skai¢ius svyruos iose ribose: nuo 2 iki 900, nuo 4 iki 200,
nuo 10 iki 100, nuo 4 iki 70, nuo 4 iki 45 ir nuo 4 iki 25 subvienety.

PEG insulino iSradimo konjugatas gali biiti mono-pakeistas (t.y., turintis PEG,
prijungta prie vienintelés reaktyvios insulino vietos), di-pakeistas (turintis PEG
fragmentus, prijungtus prie dviejy reaktyviy viety), tri-pakeistas ar netgi turintis daugiau
nei 3 insulino molekulés vietose prijungtus polimerus. Mono-pakeistas, di-pakeistas ir tri-
pakeistas insulinas taip pat §iame aprayme nurodo PEG monomera, dimera ir trimera
atitinkamai. Multi-pakeistas insulinas (t.y. insulinas turintis kovalentiskai prijungtus PEG

fragmentus daugiau nei 2-ose insulino vietose) paprastai, tatiau nebiitinai apima ta patj
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PEG fragmenta, prijungta prie aktyvios vietos. Tai reiskia, kad PEG insulino kompozicijos
turintios daugiau nei vienos riidies prijungta prie insulino PEG tiltelj yra svarstytinos.
Pageidautinos kompozicijos pagal i§radima yra tos, kurios daugiausia apima monomerinius
ir/arba dimerinius insulino konjugatus. Stebétinai, PEG insulino kompozicijos, kurios néra
specifinés vietos atzvilgiu (apimangios PEG insulino risiy mising, turintji PEG
kovalentiskai prijungta prie daugiau nei vienos reaktyvio vietos) buvo atrastos kaip
turintios geresnes nei natyvaus insulino farmakokinetines ir farmakodinamines savybes,
ypatingai jvedus i plautius (pavyzdys 11).

Dél PEG pakaito vietos, tai insulino molekulés turi keleta viety, tinkaniy
pegilinimui, i§ kuriy paprastai, bet nebiitinai, labiausiai pageidautinos yra amino grupés.
Specifinés insulino amino grupés, tinkamos pegilinimui, apima dvi N-terminalines grupes,
GlyAl ir PheB1, taip pat LysB29. Sios insulino molekulés vietos $iame apraSyme taip pat
yra vadinamos tiesiog A1, B1 ir B29 atitinkamai. ElektrofiliSkai aktyvuoti PEG, naudojami
prijungimui prie reaktyviy insulino amino grupiy apima mPEG2-ALD, mPEG-
sukcinimidilpropionata, mPEG-sukcinimidilbutanoata, mPEG-CM-HBA-NHA, mPEG-
benzotriazolkarbonata, mPEG-acetaldehido dietilo acetali ir pan. (Shearwear Corporation,
Huntsville, Alabama).

Viename jgyvendinime i$radimo kompozicija gali turéti daugiausia (daugiau nei
90%) monopakeisto insulino, t.y., mono-Al insulino, mono-B1 insulino arba mono-B29
insulino. Tokia kompozicija gali turéti: i) mono-Al insulina, ii) mono-Al ir mono-Bl
insulino miginj arba iii) mono-A1, mono-B1 ir mono-B29 insulino miSinj. Alternatyviu
atveju, isradimo kompozicija gali turéti daugiausiai di-pakeisto insulino, t.y., di-A1,B1 -
insuling arba di-Al, B29 insuling, arba di-B1,B29 insuling bei bet kokia i3vardinty
kombinacija.

Kitu atveju besiremianti i$radimu kompozicija gali turéti jvairiy PEG-insulino
konjugaty miSinj (t.y., PEG prijungtus prie bet kokios galimos prijungimy kombinacijos).
Naudojant amino grupg insuline kaip pavyzdj, idradimo kompozicija gali turéti bet kurj ar
daugiau i§ sekaniy PEG insulino konjugaty: monoA1-PEG insuling, mono-B l-insulina,
mono-B-29 insulina, di-A1,Bl-insuling, di-A1,B29 insulina, di-B1,B29 insuling arba tri-
A1,B1.B29 insulina. Viename igyvendinime pageidautinos tos kompozicijos, kurios
daugiausia susideda i§ monomery ir dimery. Budingos kompozicijos gali apimti PEG

insulino konjugaty misinius, turin¢ius maziausiai 75% misriy monomery ir dimery,
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maziausiai 80% misriy monomery ir dimery arba maziausiai 90% misriy monomery ir
dimery (pvz., 5 ir 6 pavyzdziai).

PheBl yra ypatingai pageidautina vieta cheminéms modifikacijoms atlikti,
prijungiant PEG. Ypatingai, PEG insulino konjugato kompozicija skirta naudoti i¥radime
viename igyvendinime gali biiti apibiidinta kaip kompozicija, kurioje maZiausiai 70% B-1
insulino viety yra kovalentiskai prijungtos prie PEG, nepaisant visuminio PEG insulino
radiy kompozicijoje skaitiaus (pvz., lentelé 3A, pavyzdys 5). Alternatyvis jgyvendinimai
apima tuos, kuriuvose maziausiai 75% B-1 viety insuline yra kovalentiskai prijungtos prie
PEG, arba kuriuose maziausiai 80% B-1 viety insuline yra kovalentiskai prijungtos prie
PEG, arba kuriuose maZiausiai 90% B-1 viety insuline yra kovalenti3kai prijungtos prie
PEG.

Netikétai iSradéjai atrado, kad atsitiktiniai PEG insulino mi8iniai (paruosti
atsitiktiniu, o ne nukreiptu i tam tikrg vieta pegilinimu) jvedus { plaugius salygoja auk3tesnj
insulino lygj kraujyje, kuris yra po jvedimo i$laikomas maZiausiai 6 valandas, o paprastai
maZiausiai 9 valandas arba daugiau. Tokie miSiniai yra naudingi ne tik dél jy palankiy
farmakokinetiniy ir farmakodinaminiy savybiy, bet ir dél jy daug paprastesnés (nereikia
atlikti daug sintezés etapy, nereikalauja apsauginiy grupiy naudojimo, nereikia
daugiastadijinio gryninimo ir kt.) sintezés nei taikant vieta parenkantj metoda.

Alternatyvios natyvaus insulino molekulés vietos, kurios gali biiti chemiskai
modifikuotos kovalentitku PEG prijungimu apima 2 C-gala, Arg22B, His10B, His5A,
Glu4A, Glul7A, Glul3B ir Glu21B.

Be natyvaus insulino, negamtiniai insulinai turintys viena ar daugiau aminorligsties
pakeitimy, jterpimy ar i$trynimy gali biiti panaudojami taip, kad papildomos vietos biity
tinkamos cheminéms modifikacijoms prijungiant viena ar daugiau PEG ftilteliy. Sis
iSradimo jgyvendinimas yra ypatingai naudingas jvedant papildomas, pritaikytas
pegilinimo vietas insulino molekuléje, pavyzdZiui dél PEG-insulino, turindio didesnj
atsparuma fermentiniam skaidymui, suformavimo. Sis traktavimas pateikia didesnj
optimizuoto insulino konjugato, turindio pageidaujamg aktyvumo, stabilumo, tirpumo ir
farmakologiniy savybiy balansa, modelio lankstuma. Nors ir mutacijos gali biiti atliktos,
t.y., specifine vietos atzvilgiu mutageneze, daugelyje insulino molekulés viety, taliau
pageidautini insulino variantai, kuriuose bet kuris i§ pirmy keturiy amino rag$ciy B

grandinéje yra pakeista cisteino liekana. Tokios cisteino lickanos gali reaguoti su
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aktyvuotais PEG, kas yra biidinga reakcijoms su tiolio grupémis, pvz.,, N-
maleimidilpolimerais ar kitais dariniais, kaip apradyta patente US 5739208 ir tarptautingje
patentinéje publikacijoje WO 01/62827. Pavyzdiniai sulfhidrilui selektyvas PEG,
naudojami ypatingame idradimo jgyvendinime, apima mPEG-dviSakj maleimida
(mPEG(MAL);), mPEG2-dvisakj maleimidqa (mPEG2-(MAL);), mPEG maleimida
(mPEG-MAL) ir mPEG2-maleimidqa (mPEG2-MAL) (Shearwater Corporation). Siy
aktyvuoty PEG- struktiiros yra sekantios: mPEG-
CONHCH[CH,CONH(CH2CH;0),CH,CH,-MAL, mPEG2-lizinas-NH-
CH[CH,CONH(CH;CH,0),CH,CH,-MAL}],, mPEG-MAL, ir mPEG2-lizinas-NH-
CH,CH;NHC(O)CH,CH;MAL, atitinkamai.

Papildomos natyvaus insulino seky mutacijos gali biiti naudojamos, jei reikia
padidinti PEG insulino konjugato, kurio biologinis aktyvumas po pegilinimo yra 3iek tiek
kompromisinis, bioaktyvuma. Viena i§ tokiy mutacijy yra Thr8 { His8. Papildomos
mutacijos gali biiti rastos, pavyzdZiui Diabetes Care, 13(9), (1990), kurio turinys ia
cituojamas.

PEGiai &io i§radimo reikméms gali turéti jvairia struktiira: linijing, dvisake, Sakota,
hanteliy formos ir pan. Paprastai PEG yra aktyvuotas tinkama aktyvuojantia grupe,
atitinkan&ia norima (as) prijungimo vieta (as) insulino molekuléje. Aktyvuotas reakcijai su
insulinu PEG turi reaktyvia grupe molekulés gale. Cia vartojamas terminas “tiltelis” savo
reik§me apima aktyvuojan&ia grupe, esantia PEG gale, skirta reakcijai su insulinu, ir gali
dar apimti papildomus atomus (paprastai inertidkus), esan¢ius tarp PEG polimerinés dalies
ir gale esantios aktyvuotos grupés, kad palengvinty aktyvuoto PEG gavima. Tiltelis gali
turéti bet kokj skaitiy atomy, tatiau pageidautini yra tilteliai, turintys metileno grupes,
atskiriandias Soning PEG granding ir galing aktyvuota grupg, kaip, pvz., yra mPEG-
sukcinimidilpropionate ir mPEG-butanoate. Tipi3ki aktyvuoti PEG dariniai ir Siy agenty
konjugavimo su vaistu, tokiu kaip insulinas, biidai yra gerai Zinomi ir apradyti Zalipsky, S.,
et al., “Use of Functionalized Poly(Rthylene Glycols) for Modification of Polypeptides”
knygoje Polyethylene Glycol Chemistry: Biotechnical and Biomedical Applications,
J.M.Harris, Plenum Press, New York (1992), ir Advanced Drug Reviews, 16:157-182
(1995).

Viename konkregiame isradimo jgyvendinime konjugato PEG dalis neturi vienos ar

daugiau lipofiliniy grupiy, galin¢iy Zymiai pakeisti tirpaus vandenyje polimero arba
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polimero-insulino konjugato prigimtj. Kitaip tariant, i§radimo konjugato neinsulininé dalis
arba polimeras gali turéti grupe atomy, laikytiny labiau lipofiliniais, negu hidrofiliniais
(pvz., anglies granding, turinti nuo mazdaug 2 iki mazdaug 8-12 anglies atomy), tatiau, jei
tokios grupés ar grupiy buvimas Zymiai nepakeigia polimero ar konjugato hidrofilinés
prigimties, toks fragmentas gali biiti i3radimo konjugato sudétyje. Kitaip tariant, i§radimo
insulino konjugatas pats savaime charakterizuojamas kaip hidrofilinis, o ne lipofilinis ar
ampifilinis. Paprastai insulino konjugato polimero dalis, prie§ prijungiant prie insulino, ar
turi ar ne tokig lipofiling grupg, pasizymi hidrofilinés/lipofilinés pusiausvyros (HLB)
skai¢iumi. HLB skaidius remiasi kiekvieno tipo grupiy (hidrofiliniy ar lipofiliniy)
molekuléje masés procentine sudétimi; paprastai reikmé svyruoja nuo mazdaug 1 iki 40.
Polimeras, skirtas naudoti idradimo konjugatuose charakterizuojami kaip hidrofiliniai,
nepaisant vieno ar daugiau lipofiliniy pakaity buvimo. Viename i3radimo jgyvendinime
polimero-insulino konjugato polimeriné dalis charakterizuojama HLB skai¢iumi, didesniu
nei 25 -ir, geriau, didesniu nei 30, ir netgi dar geriau, didesniu nei 35. Tam tikruose
iradimo jgyvendinimuose, kur toks lipofilinis fragmentas gali biti, pageidautina, kad jis
nebiity PEG grandinés gale.

Sakoti PEG, skirti naudoti isradimo konjugatuose, apima paradytus Tarptautinéje
patento p[publikacijoje WO 96/21469, kuri &ia visa apimtimi cituojama. Paprastai Sakoti
PEG gali biiti vaizduojami formule R(PEG-OH),, kur R reiskia cetring Serdies molekulg, o
n reidkia $aky skaitiy. Sakotos konfigiiracijos atveju $akota polimero $erdis turi vienintelj
reaktyvy centra insulino prijungimui. Tipiniu atveju 3akoti PEG , skirti $iam iSradimui, turi
maiau nei 4 PEG $akas, geriau, turi maZiau nei 3 $akas. Sakoti PEG turi ta privaluma, kad
vienintelis reaktyvus centra yra apsuptas didesniu, tankesniu polimero debeséliu, lyginant
su linijiniu PEG. Vienas konkretus 3akoto PEG tipas gali biiti pavaizduotas kaip (MeO-
PEG-),R-X, kur p yra lygus 2 arba 3, R yra centrin¢ struktiira, tokia kaip lizinas ar
glicerolis, turintis prie jy prijungtas 2 arba 3 PEG $akas, o X rei3kia bet kuria tinkamag
funkcing grupe, kuri yra arba gali bati aktyvuota insulino prijungimui. Vienas ypag
pageidautinas $akotas PEG yra mPEG2-NHS (Shearwater Corporation, Alabama), turintis
struktiira mPEG2-lizin-sukcinimidas.

Dar kitoje 3akotoje struktiiroje, “kabantis PEG” turi reaktyvias grupes baltymo
prijungimui, i3déstytas idilgai pagrindinés PEG grandinés, o ne PEG grandiniy gale, kaip

ankstesniame pavyzdyje. Reaktyvios grupés insulino prijungimui, esan¢ios pagrindinéje
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PEG grandingje, gali biti vienodos ar skirtingos. Kaban€ios PEG struktiiros gali biti
naudingos, bet paprastai yra maZiau pageidautinos, ypal kompozicijy inhaliavimui atveju.

Alternatyviai, PEG-insulino PEG dalis gali turéti dvidake struktiira, turinCia Sakota
fragmenta viename polimerinés grandinés gale ir dvi laisvas reaktyvias grupes (ar bet kurj
2 kartotinj skai&iy), prie $akoto fragmento insulino prijungimui. Pavyzdiniai dvisakiai PEG
apradyti Tarptautinéje patento publikacijoje WO 99/45964, kurio turinys ¢ia cituojamas.
Dvigakis polietileno glikolis gali pasirinktinai turéti alkilo arba R grup¢ prieSingame
polimero grandinés gale. Konkre&iau, pagal §j isradima dviSakis PEG-insulino konjugatas
turi formul¢ R-PEG-L(Y-insulinas),, kur R yra alkilas, L yra hidroliti3kai stabili Sakos
vieta ir Y yra riangioji grupé, kuri uZtikrina dvisakio polimero cheminj ry3j su insulinu, n
yra 2 kartotinis.

L gali reiksti viena Serdies grupe, tokia kaip —CH- , arba gali apimti ilgesng atomy
grandine. Pavyzdinés L grupés apima lizina, glicerolj, pentaeritrolj arba sorbitol;. Paprastai
centrinis Sakos atomas isidakojusiame fragmente yra anglis.

Konkre&iame isradimo jgyvendinime dvidakio PEG ridanti su insulinu grupe, (Y),
yra hidroliti¥kai stabili. Geresniame jgyvendinime n yra 2. Tinkami Y fragmentai prie$
prijungiant prie reaktyvios insulino vietos apima, bet neapsiriboja aktyvius esterius,.
aktyvius karbonatus, aldehidus, izocianatus, izotiocianatus, epoksidus, alkoholius,
maleimidus, vinilsulfonus, hidrazidus, ditiopiridinus ir jodacetamidus. Tinkamos
aktyvuotos grupés parinkimas priklauso nuo norimos prijungimo vietos insulino
molekuléje, ta lengvai padarys Sios srities specialistas. Susidariusiame PEG-insulino
konjugate atitinkanti Y grupé yra ta, kuri atsiranda aktyvuoto dviSakio polimero reakcijos
su tinkama reaktyvia insulino grupe pasékoje. Sios srities specialistas lengvai nustatys
tokia galuting suridangia grupe. PavyzdZiui, jei reaktyvus dviSakis PEG turi aktyvuota
esterj, tokj kaip sukcinimido ar maleimido esterj, konjugavimas su insulino amino grupe
leis susidaryti atitinkami rifangiajai amido grupei.Sie konkretls dviSakiai polimerai yra
ypag patrauklis, nes jie duoda konjugatus, turingius insulino molinj santykj su PEG 2:1 ar
didesnj. Tikétina, kad tokie konjugatai maZiau blokuos insulino receptorius, tuo pat metu
uztikrindami galimybe apsaugoti insuling nuo fermentinio suskaidymo, pvz., insuling
skaidangiu fermentu.

Susijusiame igyvendinime dviSakis PEG-insulino konjugatas vaizduojamas formule

R-[PEG-L(Y -insulinas)2]n. Siuo atveju R reidkia centring 3erdies struktiira, turindia prie



2 LT 5153 B

Jjos prijungta bent viena PEG-di-insulino konjugata. Konkreciai, pagal §j iSradimo aspekta
pageidautini dviSakiai polimerai yra tokie, kur n yra parinktas i$ grupés, susidedantios i§ 1,
2, 3, 4, 5 ir 6. Pavyzdinés 3erdies R struktiros gali biiti lizino, glicerolio, pentaeritrolio
arba sorbitolio pagrindu.

Alternatyviame jgyvendinime bet kurioje ¢ia pateikiamoje pavyzdinéje struktiiroje
cheminis rySys tarp insulino ir polimero $akos vietos gali biiti suskaidomas (ty.,
hidrolitiskai nestabilus). Alternatyviai, polimero $oninéje grandinéje gali biiti viena ar
daugiau suskaidomy ry3iy, kad leisty generuoti in vivo PEG-insulino konjugata su maZesne
PEG grandine, nei pradZioje jvesto konjugato. Tokie pasirenkami polimero konjugato
poZymiai suteikia galimybe papildomai jvedimo metu valdyti galutinai norimas
farmakologines konjugato savybes. PavyzdZiui, gali biti jvedamas didelis ir santykinai
inertikas konjugatas (t.y., turintis vieng ar daugiau didelés molekulinés masés PEG
grandines, pvz., vieng ar daugiau PEG grandiniy, turingiy molekuling mas¢ didesn¢ nei
mazdaug 10000, kur konjugatas i§ esmés nepasiZymi bioktyvumu), kuris véliau arba
plautiuose arba kraujotakoje hidrolizuodamas ir duoda bioaktyvy konjugata, turintj dalj
pradinés PEG grandinés. Tokiu biidu, PEG-insulino konjugato savybés gali biti efektyviau
pritaikomos. PavyzdZiui, pradinio polimero konjugato absorbcija gali biiti léta pradinio
ivedimo metu, kuris geriausia, bet nebitinai, yra inhaliacija. In vivo suskaidZius
hidrolitikai suska_idomq ry3j, atpalaiduojamas arba'insulinas, arba insulinas su prie jo
prijungtu maZu polietileno fragmentu, ir jis lengviau absorbuojamas per plaucius ir/arba
itraukiamas j cirkuliacija kraujyje.

Pagal viena 3io jgyvendinimo poZymij nepaveiktas polimero-insulino konjugatas
pries hidroliz¢ minimaliai suskaidomas jvedimo metu, taip, kad suskaidomo ry3io hidrolizé
yra efektyvi uitikrinti léta aktyvaus insulino atpalaidavimo i kraujotaka greiti, o ne
insulino fermentinj suskaidyma pries atpalaiduojant jj { kraujo apytaka.

Tinkami fiziologitkai suskaidomi ry$iai apima esterj, karbonato esterj, karbamata,
sulfata, fosfata, aciloksialkileterj, acetalj ir ketalj, bet jais neapsiriboja. Tokie konjugatai
turéty turéti fiziologidkai suskaidoma ry3j, kuris bity stabilus saugant ir jvedant.
Pavyzdziui, konjugatas PEG-suskaidomas ryys-insulinas turéty iSlaikyti savo vientisuma
gaminant galutines farmacines kompozicijas, tirpinant tinkamame pristatymo nesiklyje, jei

toks vartojamas, ir jvedant, nesvarbu kokiu biidu.
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Konkreéiau, kaip bendru atveju apradyta auksCiau, biosuskaidomus rySius turintys ir
naudingi 3iame iSradime PEG-insulino konjugatai turi tokias struktiiras: PEG1-W-PEG2-
insulinas (kur PEGI ir PEG2 gali biiti vienodi arba skirtingi) arba PEG-W-insulinas, kur W
reikia silpna biologiskai suskaidoma rysj. Sie konjugatai turi PEG 3akas arba PEG $aky
dalis, kurios yra pagalinamos (t.y., atskeliamos) in vivo. Sie konkretiis modifikuoti insulinai
paprastai yra i§ esmés biologiskai neaktyvis, kol jie yra nepaveikti, arba dél nepaveiktos
PEG molekulés dalies dydZio, arba dél insulino molekulés aktyvaus centro erdvinio
blokavimo PEG grandine. Tagiau tokie konjugatai yra suskaidomi fiziologinése salygose,
kad tokiu biidu atpalaiduotq insuling arba biologidkai aktyvy PEG-insulina, gebantj
absorbuotis i kraujotaka, pvz., per plauius. Pirmojoje pavyzdingje struktiiroje PEG1 dalis
gali turéti bet kok| skaitiy skirtingy &ia aptarty struktiiry ir paprastai turi molekuling masg
maZiausiai apie 10000, taigi konjugatas jvedus néra greitai absorbuojamas. PEG2
molekulés dalis, geriausia, turi molekuling mas¢ maziau nei mazdaug 5000 daltony, geriau,
maZiau nei 2000 daltony, ir netgi dar geriau maZiau nei 1000 daltony. Kalbant apie antraja
pavyzding struktiira PEG-W-insulinas, PEG dalis paprastai turi molekuling masg
maZiausiai 10000 daltony ar daugiau.

Dar viename specifiniame idradimo jgyvendinime PEG-insulino konjugatas turi
hanteliy pavidalo struktiira, kur dvi insulino molekulés yra tarpusavyje sujungtos centrine
PEG molekule. Konkregiau, tokie konjugatai gali biiti vaizduojami struktiira insulinas- y-
PEG-Z-insulinas, kur Y ir Z yra hidroliti3kai stabilaus rysio grupés, suri$ancios insuling su
PEG fragmentu. Konkretiame jgyvendinime, Z yra aktyvuotas sultonas, kuris prie3
konjugavima gali reaguoti su insulino tiolio grupe (pvz., cisteinu). Alternatyviai, Y ir Z
gali biti bet kokia grupé, tinkanti kovalentidkai susiristi su insulinu. Papildomi pavyzdZiai
yra pateikti patente US 5900461, kurio turinys ¢ia cituojamas.

Papildomi pavyzdiniai mono- arba difunkcionalizuoti PEG, turintys arba linijing,
arba 3akotg struktiira, skirti 3io i¥radimo konjugaty gamybai, gali biiti jsigyti i$ Shearwater
Corporation (Alabama). Struktiiry pavyzdziai apraSyti Shearwater 2001 kataloge
“Polyethylene Glycol and Derivatives for Biomedical Applications”, kurio turinys ia

cituojamas.
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B. Gavimas _

PEG prijungimo prie insulino reakcijos salygos skiriasi priklausomai nuo naudojamo
konkretaus PEG darinio, insulino prijungimo vietos ir konkretaus reaktyvios grupés tipo
(t.y., lizino ar cisteino), norimo pegilinimo laipsnio, ir pan., bei gali biiti lengvai nustatytos
Sios srities specialisto.

Kaip detaliau parodyta toliau, $io iSradimo konjugaty sintezé gali biti specifiné
vietos atzvilgiu (1, 2 ir 4 pavyzdys) arba atsitiktine (3 pavyzdys). Tinkamos PEG
aktyvuotos grupés reakcijai su insulino amino grupémis (pvz., GlyAl, PheBl, Lys29B),
yra trezilato, aldehido, epoksido, karbonilimidazolo, aktyviy karbonaty (pvz.,
sukcinimidilkarbonato), acetalio ir aktyviy esteriy, tokiy kaip N-hidroksilsukcinimido
(NHS), grupés ir NHS-derivatizuoti PEG. I3 $iy reaktingiausios yra PEG karboksimetil-
NHS, norleicin-NHS, ir sukcinimidilkarbonatas. Papildomi PEG reagentai insulino.
prijungimui yra PEG sukcinimidilsukcinatas ir propionatas. Siam igradimui tinkami PEG
aktyviis esteriai, pvz., turintys viena propano ar butano riigities fragmenta, apradyti patente
US 5672662, kurio turinys &ia jtraukiamas visumoje. Specifiniai aktyviis esteriai iradimo
konjugaty gamybai apima mPEG-sukcinimidilpropionata ir mPGE-sukcinimidilbutanoata
(1-4 pavyzdziai).

Sios srities specialistas iprastiniais eksperimentais lengvai nustatys optimalias
eksperimento salygas specifiniam konjugatui.

Reaktyvios grupés, tinkamos PEG-polimero aktyvavimui, kad prijungty prie insulino
tiolio (sulfhidrilo) grupiy, apima vinilsulfonus, jodacetamida, maleimidg ir ditio-orto-
piridina. Ypa& teikiama pirmenybé reagentams, apimantiems PEG vinilsulfonus ir PEG-
maleimida. Papildomi pavyzdiniai vinilsulfonai , skirti naudoti Siame iSradime, apradyti
patente US 5739208, kurio turinys &ia specialiai cituojamas.

Kai kuriais atvejais i§radimo kompozicijos apima selektyviai PEGilintg insulina, t.y.,
susidarg konjugatai yra i§ esmés homogenidki pegilinimo vietos ir laipsnio atzvilgiu. Kitaip
tariant, amino grupés pegilinimas, selektyvus vietos atZvilgiu arba nukreiptas i tam tikra
vieta, duoda insulino konjugato kompozicija, kurioje labiausiai norimos prijungti vietos,
pvz., PheBl, turi prie jy prijungta PEG fragmenta. Priklausomai nuo norimos pegilinimo
vietos, gali reikéti naudoti blokavimo/deblokavimo sintezés strategija, kad pegilinimas
iSvengty nepageidaujamy reaktyviy viety insulino molekuléje, pvz., naudojant apsaugines

grupes, tokias kaip t-BOC (tret-butoksikarbonilo) arba di-BOC (di-butoksikarbonilo).
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Kitos tinkamos amino grup¢ apsaugan&ios grupés apima karbobenzoksi (CBZ), tritilo
darinius, tokius kaip tritilas (Tr), dimetoksitritilas (DMTr) ir pan. Kitos apsauginés grupés,
tokios kaip ciklinés diacilo grupés arba nitrofenilsulfenilo (Nps) grupé, taip pat gali
pasiteisinti naudojant amino funkcijos apsaugai. Pavyzdiné SK-PEG-insulino kompozicijos
sintezé, nukreipta i tam tikrg vieta, apradyta 1 ir 2 pavyzdZiuose.

Tokia kryptingo prijungimo chemija, naudojama iSradimo konjugatams gauti, duoda
kompozicijas, turingias insulino molekulés konkregios reaktyvios vietos didelj pakeitimo
laipsnj. Po to, norint, 3ias kompozicijas galima dar gryninti, gaunant i§ esmés grynus,
mono- arba di-funkcinius PEG-insulinus.

I§ esmés gryna PEG-insulino kompozicija reiskia tokia, kuri apima PEG-insulino
konjugata, kuris yra maZiausiai mazdaug 90 % grynas, geriau, maZiausiai 95 % grynas,
tiriant bet kuriuo toliau paminéty analitiniy metody. Siuo poziiriu, grynumas reidkia PEG-
insulino konjugato sudétj. Kitaip tariant, PEG-insulino konjugatas maziausiai mazdaug 90
% grynumo, turi maZiausiai 90 % pagal mas¢ PEG-insulino konjugato molekuliy, tuo tarpu
kiti madaug 10 masés % reidkia priemai3as, kurios néra PEG-insulino konjugatas.
Biidingu atveju i$radimo PEG-insulino konjugatai gryninami naudojant viena ar daugiau
gryninimo metodiky, tokiy kaip jony mainy chromatografija, molekuliniy siety
chromatografija, afininé chromatografija, hidrofobiniy saveiky chromatografija ir
atvirkstiniy faziy chromatografija. Susidariusio PEG-insulino (kai yra kelios insulino-PEG
formos) bendras homogeniskumas gali biiti jvertintas naudojant vieng ar daugiau i3 3iy
metody: chromatografija, elektroforeze, masiy spektroskopija ir ypa¢ MALDI-MS ir BMR
spektroskopija. Ypa& naudingas insulino modifikavimo viety nustatymui metodas yra RP-
HPLC peptido i¥skleidimas kartu su USP identifikavimo testu Zmogaus insulinui,
naudojant endoproteinaz¢ Glu-C (6 pavyzdys).

C. PEG-insulino konjugaty charakteristikos.

Pagal viena iSradimo aspekta pateikiami PEG-insulino konjugato kompozicijos,
tinkamos jvedimui i plautius. Kaip matyti i§ pavyzdZiuose 7-11 pateikty in vivo duomeny,
iradimo  PEG-insulino  konjugatai, jvedus | plauCius, pasizymi geresnémis
farmakokinetinémis ir farmakodinaminémis savybémis, lyginant su natyviu insulinu.
Parodyta, kad insulinas gali biti modifikuojamas PEG, turin€iais molekuling masg iki

5000-10000 K arba didesng, ir vis dar i$laikyti aktyvuma. Pavyzdinio PEG-insulino
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* konjugato SK-PEG-insulino aktyvumas parodytas 7 pavyzdyje. Be to, kaip matyti i§ ¢ia
pateikiamy pavyzdziy, pavyzdinis PEG-insulino konjugatas, turintis PEG grandines
vidutinés molekulinés masés ribose nuo 750 daltony iki 2000 daltony, iki 5000 daltony,
ivedus tiek intraveniniu biidu, tiek | plauCius, yra bioaktyvus, i§ esmés neuisibﬁné
plautiuose, jvedus | plaudius, kas parodyta nustatytais serumo insulino kiekiais, ir yra
efektyvus, i§ esmés sumaZinant gliukozés kiekj (7-11 pavyzdziai), kas kai kuriais atvejais
trunka laiko tarpa, iymiai ilgesnj, nei stebima natyvaus insulino atveju. Be to, &ia
pateikiami PEG-insulino konjugatai, kurie, jvedus | plau¢ius, demonstruoja greita veikimo
pradia (1 val. bégyje nuo jvedimo). Sio iSradimo pavyzdiniy PEG-insulino kompozicijy
farmakokinetiniai ir farmakodinaminiai parametrai pateikti 13 lentel¢je.

Aplamai, i$radimo PEG-insulino kompozicija pasizymi vien ar daugiau i§ 3iy
charakteristiky. PEG-insulino konjugatai i§laiko maZiausiai i$matuojama specifini
aktyvuma. Kitaip tariant, PEG-insulino konjugatas pagal §j iSradima pasizymi nuo
mazdaug 2 % iki mazdaug 100 % ar daugiau natyvaus insulino specifinio aktyvumo.
Viename idradimo jgyvendinime, kuriam teikiama pirmenybé, PEG-insulino konjugatas
pasiZzymi maZiausiai 10 % ar daugiau nemodifikuoto natyvaus insulino biologinio
aktyvumo, ir yra i¥ esmés neimunogeninis. Geriau, kai iSradimo konjugato bioaktyvumas
svyruoja nuo mazdaug 5 % iki maZdaug 20 % ar daugiau nuo natyvaus insulino
bioaktyvumo. Konjugato pagal §j i¥radima bioaktyvumas gali biiti charakterizuotas ir
netiesiogiai, pvz., stebint kraujo gliukozés ir insulino kiekius, gaunant farmakodinaminius
ir/arba farmakokinetinius duomenis, arba radioimuniniu metodu (RIA).

Insulino koncentracijy serume poZiiriu, jvedus PEG insulino konjugata, pvz., |
plaudius, &ia apradytas konjugatas budingu atveju duoda smailg (t.y., pasiekia Cmax arba
auk3Ciausig koncentracijos kreivés vieta) apie po maZdaug 2-8 valandy nuo jvedimo,
budingesniu atveju, po maZdaug 3-6 valandy ar panaSiai. Be to, iSradimo chemiskai
modifikuoti insulinai ir , konkre&iai, ¢ia apraSytos prailginto veikimo insulino vaisto
formos yra efektyviis uZtikrinant tiek i¥matuojama gliukozés kiekio maZinimo poveiki,
tiek uZlaikytas insulino koncentracijas ilgesni laiko tarpa, nei natyvus insulinas.
Konkregiau, PEG-insulino konjugatas, jvedus i plau¢ius, demonstruoja padidintg insulino
kiekj (padidinta vir§ bazinio arba foninio kiekio) maziausiai 6 valandas ir, geriau,
maZiausiai 8 valandas po jvedimo. Geriau, kai PEG-insulino konjugatas, jvedus i plautius,

duoda didesnius insulino kraujyje kiekius ilgg laiko tarpa maziausiai 9 valandas, 10
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valandy, 12 valandy arba maziausiai 14 valandy po jvedimo, kur auk3¢iau minéti baziniai
insulino konjugato kiekiai yra iSmatuojami kraujyje. Pavyzdinés kompozicijos,
pasizymingios $iais poZymiais, pateikiamos pavyzdZiuose.

Kaip apradyta anks€iau, iSradimo insulino konjugatai efektyviai maZina gliukozés
kiekj kraujyje. Kalbant apie idradimo kompozicijy gebéjima sureguliuoti kraujo gliukozés
kiekj, tai PEG insulino konjugatai, jvedus, pvz., i plauius, yra efektyviis, kad sureguliuoty
kraujo gliukozés kieki iki Zemesnio uz foninj maZiausiai 6 val. po jvedimo. Konkretiau,
PEG insulino kompozicija pagal 3j iSradima yra efektyvi sureguliuoti kraujo gliukozeés
kiekj iki Zemesnio uZ foninj maZiausiai 8 val., geriau, maZiausiai 10 val., arba, dar geriau,
maZiausiai 12 val. ar daugiau po jvedimo.

Be to, I¥radimo PEG-insulino vaisto formos pasiZymi absoliu€iu biopriecinamumu
per plaudius, geresniu nei natyvaus insulino. Konkregiai, Cia pateiktos PEG-insulino
kompozicijos pasizymi absoliugiu biopricinamumu per plaugius, kuris yra bent maZdaug
1,2 karto didesnis nei natyvaus insulino, geriau, maZiausiai mazdaug 1,5 karto didesnis nei
natyvaus insulino, dar geriau, maZiausiai mazdaug 2 kartus didesnis nei natyvaus insulino
ir netgi dar geriau, maZiausiai mazdaug 2,5 ar 3 kartus didesnis nei natyvaus insulino. (tai

iliustruojantys rezultatai pateikti 13 lenteléje).

III. Vaisto formos

Sio i$radimo polimero-insulino konjugato kompozicijos gali biiti jvedamos grynos
arba terapinése/farmacinése kompozicijose, turintiose papildomy uZpildy, tirpikliy,
stabilizatoriy ir t.t., priklausomai nuo konkretaus jvedimo biido ir dozavimo formos. Sie
konjugatai gali biti jvedami tiek parenteraliai, tieck n parenteraliai. Specifiniai jvedimo
biidai apima peroralinj, rektalinj, bukalini, vietinj, nazalinj oftalminij, subkutaninj bdus,
ivedima | raumenis, intraveninj, transderminj bida ir jvedima { plautius. Labiausiai
tinkamas yra parenteralinis bidas ir jvedimo i plaucius budas.

Farmaciné kompozicijos, skirtos Zinduoliams ir, geriau, Zmonéms, tipiniu atveju
apima maZiausiai viena $io iradimo PEG-insulino konjugata, kartu su vienu ar daugiau
farmaciniu pozidiriu priimtiny nesikliy, kas bus detaliau apralyta Zemiau, ypac
kompozicijoms | plaudius. Sio iSradimo vaisto formos, pvz., parenteraliniam jvedimui,

bendriausiu atveju yra skys&iai arba milteliai, kai milteliy vaisto formai daZniausiai
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- teikiama pirmenybé. Papildomos, nors ir maziau tinkamos Sio iSradimo chemiskai
modifikuoty insuliny kompozicijos apima sirupus, kremus, tepalus, tabletes ir pan.

Vaisto formos ir atitinkamos insulino dozés kinta priklausomai nuo naudoto insulino
bioaktyvumo koncentracijos. Injekuojamas insulinas matuojamas USP insulino vienetais |r
USP insulino Zmogaus vienetais (U); vienas insulino vienetas lygus kiekiui, kurio reikia
sumazinti badaujandio triugio kraujo gliukozés koncentracija iki 45 mg/dl (2,5 mM).
Tipinés insulino preparaty injekcijoms koncentracijos varijuoja 30-100 vienety/ml ribose,
kas yra maZdaug 3,6 mg insulino/ml. Insulino kiekis, reikalingas pasiekti norima
fiziologinj efekta pacientui, skirsis priklausomai ne tik nuo paciento ir jo ligos bruozy
(pvz., I tipo ar II tipo diabetas), bet taip pat nuo naudoto insulino stiprumo ir konkretaus
tipo. PavyzdZiui, dozavimo intervalas jprastam insulinui(greitai veikiantis) yra nuo
maZdaug 2 iki 0,3 U insulino kilogramui kiino masés per diena. Vienu aspektu, iSradimo -
kompozicijos yra efektyvios pasiekti gydomuose pacientuose kraujo gliukozés
koncentracija badaujant tarp maZdaug 90 ir 140 mg/dl ir pavalgius, maZiau nei 250 mg/dl.
Tikslios dozés gali biiti nustatytos $ios srities specialisty, turint konkretaus insulino
konjugato, naudojamo konkregiu jvedimo biidu, farmakodinamika ir farmakokinetika, ir
gali biiti lengvai nustatytos i3 periodinio gliukozés kiekio stebéjimo.

Individualus dozavimas (skaitiuojant vienam jkvépimui) inhalivojamy insulino
konjugato vaisto formy atveju paprastai yra intervale nuo mazdaug 0,5 mg iki 15 mg
insulino konjugato, kur norima visa dozé paprastai pasickiama per maZdaug 1-10
ikvepimy, geriau, per 1-4 jkvépimus. Vidutiniskai visa PEG-insulino dozé, jvedama
inhaliuojant per dozavimo sesija svyruoja nuo madaug 10 U iki mazdaug 400 U, kai
kiekviena individuali ar vienetiné dozé (atitinkanti vienam jkvépimui) turi nuo mazdaug 5

U iki 400 U.

A. Chemiskai modifikuoto insulino inhaliuojamos vaisto formos

Kaip parodyta auk&&iau, vienas i3 tinkamy 3io iSradimo insulino konjugaty jvedimo
biidas yra jkvepiant j plaudius. Dabar pilniau apraSysime konkregius vaisto formos
komponentus, charakteristikas ir jvedimo jtaisus.

Insulino konjugato kiekis vaisto formoje bus tas kiekis, kurio reikia jvesti terapiskai
efektyvy insulino kiekj per vieneting doze, kad bity gautas natyvaus insulino terapinis

poveikis, ty., gebéjimas suregulivoti kraujo gliukozés kiekj iki beveik normalaus.
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Praktigkai jis varijuoja pladiose ribose, priklausomai nuo konkretaus insulino konjugato, jo
aktyvumo, gydomos diabetinés biiklés rimtumo, pacienty populiacijos, vaisto formos
stabilumo ir pan. Kompozicija paprastai turi nuo mazdaug | masés % iki mazdaug 99
masés % PEG-insulino, tipiniu atveju nuo maZdaug 2 masés % iki maZzdaug 95 masés %
konjugato, ir tipiskiausiu atveju nuo mazdaug 5 masés % iki mazdaug 85 masés %
konjugato, ir taip pat priklauso nuo santykinio uZpildy/priedy Kiekio, esangio
kompozicijoje. Konkre&iau, kompozicija tipiniu atveju turi bent viena masés procentinj
kieki PEG-insulino i$ $iy: 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % arba
daugiau. Geriausia, kad milteliy kompozicijos turéty maZiausiai 60 %, pvz., nuo mazdaug
60-100 masés % PEG-insulino. Suprantama, kad i &ia apradytas vaisto formas gali biiti
iterptas daugiau nei vienas insulinas, ir kad termino “agentas” arba “insulinas”
panaudojimas jokiu biidu neatmeta dviejy ar daugiau insuliny arba insulino derinio su kitu
aktyviu agentu panaudojimo. (Pavyzdziui, iliustraciné PEG-insulino vaisto forma taip pat

gali apimti natyvy insulinag).

A.1. UZpildai.

Isradimo kompozicijos daugeliu atvejy turi viena ar daugiau uZpildy. Tinkami yra
karbohidraty uZpildai, tiek vieni, tiek derinyje su kitais uZpildais arba priedais.
Karbohidraty, naudojamy 3io iSradimo kompozicijose, pavyzdZiai apima cukrus,
derivatizuotus cukrus, tokius kaip alditoliai, aldono rig3tys, esterinti cukrai, cukry
polimerai. UZpildy, tinkamy naudoti pagal ¥{ iSradima pavyzdZiai apima, pavyzdZiui,
monosacharidus, tokius kaip fruktozé, maltozé, galaktozé, gliukozé, D-manoze, sorbozeé ir
panadiai; disacharidus, tokius kaip laktozé, sacharozé, trehalozeé, celobiozé ir panasiai;
polisacharidus, tokius kaip rafinozé, melezitozé, maltodekstrinai, dekstranai, krakmolai ir
panaSiai; alditoliai, tokie kaip manitolis, ksilitolis, maltitolis, laktitolis, ksilitolis, sorbitolis
(gliucitolis), piranozilsorbotolis, mioinozitolis ir panaSiai. Tinkamesni yra neredukuojantys
cukrai, cukrai, galintys sudaryti i§ esmés sausa amorfing arba stiklidka faz¢ derinyje su
insulino konjugatu, ir cukrai, pasiZymintys santykinai auk$ta Tgs (pvz., Tgs didesné nei 40
°C, geriau, didesné nei 50 °C, dar geriau, didesné nei 60 °C, netgi dar geriau, didesné nei
70 °C ir, geriausia, turintys Tgs 80 °C ir daugiau).

Papildomi uzpildai apima aminoriigstis, peptidus ir ypa& oligomerus, apiman€ius 2-9

aminoriigdtis, geriau 2-5 nariy oligomerus, ir polipeptidus, visi i§ jy gali biti homo arba
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hetero pobudzio. Aminoriig§éiy atstovai apima glicing (gly), alanina(ala), valing (val),
leucing (leu), izoleucing (ile), metioning (met), proting (pro), fenilalanina(phe), triptofana,
sering (ser), treoning (thr), cisterna (cys), tirozing (tyr), asparaging (asp), glutamo riigstj
(glu), lizing (lys), argining (arg), histiding (his), norleucing (nor) ir juy modifikuotas formas.
Ypac¢ tinkama arhinorﬁg.l:tis yra leucinas.

Taip pat tinkami naudoti kaip uZpildai inhaliuojamose kompozicijose yra di- ir tri-
peptidai, turintys dvi ar daugiau leucilo liekanas, kaip apraSyta Inhale Therapeutic System
tarptautinéje patentinéje paraikoje PCT/US00/09785, kuri €ia jtraukta visumoje kaip
nuoroda.

Taip pat tinkami yra di- ir tri-peptidai, turintys stikléjimo peré¢jimo temperatiira
aukstesne nei mazdaug 40 °C, geriau, auk3tesne nei 50 °C, netgi dar geriau, auk3tesn¢ nei
60 °C ir geriausia, auk3tesne nei 70 °C.

Ta&iau dél savo riboto tirpumo vandenyje maZiau tinka papildomg stabiluma ir
aerozolio savybes stiprinantys peptidai 4 ir 5 nariy oligomerai, turintys bet kokj auk3¢iau
apradyty aminorfigd&iy derinj. Geriau, kai 4 ar 5 nariy oligomerai apima dvi arba daugiau
leucino liekanas. Leucino lickanos peptide gali uZimti bet kokia vieta, tuo tarpu kai
likusios (t.y., ne leucilo) aminoriigdiy vietos uZimamos bet kokia auk3Ciau apraSyta
aminorigitimi, su salyga, kad susidargs 4 ar 5 nariy oligomeras pasiZymi tirpumu
vandenyje bent jau maZdaug 1 mg/ml. Geriausia, kai ne leucilo aminorigstys 4 ar 5 nariy
oligomere yra hidrofilinés, tokios kaip lizinas, tokiu biidu didinant peptido tirpuma
vandenyje.

Poliaminoriigtys, ir ypa¢ tos, kurios turi bet kurias &ia apraSytas aminorfigtis, taip
pat yra tinkamos naudoti stabilizatoriais. Tinkamesnés yra poliaminoriigstys, tokios kaip
polilizinas, poliglutamo rtigitis ir poli (lys, ala).

Papildomi uZpildai ir priedai, tinkami &ia pateiktose kompozicijose ir metoduose,
apima, bet jais neapsiriboja, baltymus, ne biologinius polimerus ir biologinius polimerus,
kurie gali buti pavieniui arba derinyje. Tinkami uZpildai yra tokie, kaip pateikta Inhale
Therapeutic System tarptautinéje publikacijoje Nr. WO 96/32096 ir 98/16205. Tinkamesni
yra uZpildai, turintys stikléjimo peréjimo temperatiira (Tg) vir§ mazdaug 35 °C, geriau, vir§
mazdaug 40 °C, dar geriau, vir§ 45 °C, geriausia vir§ mazdaug 55 °C.

Baltyminiy uZpildy pavyzdZiai apima albuminus, tokius kaip Zmogaus serumo

albuminas (HSA), rekombinantinis Zmogaus albuminas (rHA), Zelatina, kazeina,
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hemoglobing ir pan. Kompozicijos taip pat gali turéti buferj arba pH reguliuojantj agenta,
tipiskai, bet nebatinai druska, gauta i$ organinés riigdties arba bazés. Buferiy pavyzdziai
apima organiniy riig8¢iy druskas: citriny riigsties, askorbo riigdties, gliukono rugsties,
anglies riigities, vyno riigdties, gintaro riigsties, acto riigsties arba ftal}o rigsties. Kiti
tinkami buferiai apima Tris, trometamino hidrochlorido, borato, glicerolio fosfato ir
fosfato. Aminoriigitys, tokios kaip glicinas, taip pat tinka.

[3radimo kompézicijos taip pat gali apimti papildomus polimerinius
uzpildus/priedus, pvz., polivinilpirolidonus, derivatizuotas celiuliozes, tokias kaip
hidroksimetilceliulioze, hidroksietilceliuliozé ir  hidroksipropilceliuliozé, Fikoliai
(polimeriniai cukrai), hidroksietilkrakmolas (HES), dekstratai (pvz., ciklodekstrinai, tokie
kaip  2-hidroksipropil-B-ciklodekstrinas  ir  sulfobutileterio  B-ciklodekstrinas),
polietilenglikoliai ir pektinas.

Kompozicijos dar gali apimti aromatinius agentus, skonj maskuojangius agentus,
neorganines druskas (pvz., natrio chlorida), antimikrobinius agentus (pvz., benzalkonio
chloridg), saldiklius, antioksidantus, antistatinius agentus, pavirSinio aktyvumo medZiagas
(pvz., polisorbatus, tokius kaip “TWEEN 20” ir “TWEEN 807, ir poloksamerus, tokius
kaip F68 ir F88, gaminamus BASF, sorbitano esterius, lipidus (pvz., fosfolipidus, tokius
kaip lecitinas ir kiti fosfatidilcholinai, fosfatidiletanolaminai, nors geriau ne liposomy
pavidale), riebaly rligitis ir riebaly rligitiy esterius, steroidus (pvz, cholesterolj), ir
kompleksonus (pvz., EDTA, cinko ir kitus tokius tinkamus katijonus). Dipakeisty
fosfatidilcholiny panaudojimas perforuoty mikrostruktiiry (t.y., tudCiaviduriy, poringy
mikrosfery) gamybai apradyta detaliau Zemiau. Kiti farmaciniai uZpildai ir/arba priedai,
tinkantys naudoti io idradimo kompozicijose, iSvardinti “Remington: The Science &
Practice of Pharmacy”, 19" ed., Williams & Williams , (1995), ir “Physician’s Desk
Reference”, 52™ ed., Medical Economics, Montvale, NJ (1998).

Pagal viena igyvendinima, kompozicija pagal §{ idradima gali neturéti skvarbumo
sustiprintojy, kurie gali salygoti sudirginima ir yra toksiSki didelémis koncentracijomis,
kuriy daZnai reikia esminiam absorbcijos pagerinimui. Specifiniai sustiprintojai, kuriy gali
nebiiti io i¥radimo kompozicijose, yra i detergentus panadiis sustiprintojai, tokie kaip
deoksicholatai, laureth-9, DDPC, glikocholatas ir fusidatai. Tatiau kai kurie sustiprintojai,
tokie kaip saugantys insulina nuo fermentinio degradavimo, pvz., proteazes ir peptidazes

inhibitoriai, tokie kaip alfa-1 antiproteazé, kaptoprilis, tiorfanas, ir ZIV proteazés
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inhibitoriai, kai kuriuose iradimo igyvendinimuose gali biiti jtraukti i i$radimo PEG-
insulino vaisto formas. Dar kitame iSradimo jgyvendinime PEG-insulino konjugatai gali
neturéti liposomy, lipidiniy matricy ir kapsuliavimo agenty.

Bendru atveju, 3io iSradimo farmacinés kompozicijos turi nuo mazdaug 1 masés-%
iki mazdaug 99 masés % uZpildo, geriau, mazdaug 5-98 masés % uZpildo, dar geriau
mazdaug 15-95 masés % uZpildo. Netgi dar geriau, kad purskiant i3dzZiovinta kompozicija
turi maZdaug 0-50 masés % uZpildo, dar geriau, 0-40 masés % uZpildo. Aplamai,
galutingje farmacinéje kompozicijoje pageidautinos aukstos insulino koncentracijos.
Tipiniu atveju optimalus uZpildo/priedo kiekis nustatomas eksperimentiskai, t.y., gaminant
kompozicijas, turindias skirtingus uZpildo kiekius (varijuojantius nuo Zemo iki auksto),
tiriant farmaciniy kompozicijy cheminj bei fizinj PEG-insulino stabiluma, MMAD ir
dispersitkuma, ir tada panaudojant intervala, kuriame gaunamos optimalios aerozolio

savybés be jokios neigiamos jtakos insulino stabilumui.

A.2. Sausy milteliy gamyba.

Sio igradimo sausy milteliy vaisto formos, apimancios PEG-insulino konjugata, gali
biti pagamintos bet kuriuo i¥ daugelio dziovinimo metodiky, geriausia, dZiovinimu
purdkiant. Vaisto formos dZiovinimas purkiant vykdomas, pavyzdZiui, kaip bendrai ) ir
apraSyta “Spray Drying Handbook”, 5th ed., K.Masters, John Wiley & Sons, Inc., NY, NY
(1991), ir Platz R., et al., tarptautinése publikacijose WO 97/41833 ir WO 96/32149
(1996), kuriy turinys &ia cituojamas.

PEG-insulino konjugaty tirpalai dziovinami jprastiniame jrenginyje, tokiame kaip
pardavinéjamy Niro A/S (Danija), Buchi (Sveicarija) ir pan., gaunant disperguojamus
sausus miltelius. PEG-insulino tirpaly dZiovinimo purskiant optimalios salygos priklauso
nuo vaisto formos komponenty, ir daugeliu atvejy yra nustatomos eksperimentidkai. Dujos,
naudojamos dZiovinime purskiant, paprastai yra oras, nors inertinés dujos, tokios kaip
azotas arba argonas, taip pat tinka. Be to, dujy, naudojamy purdkiamos medziagos
dZiovinimui, temperatiira tiek jéjime, tiek i$¢jime yra tokia, kad nesukelia PEG-insulino
degradacijos i3purkstoje medziagoje. Si temperatiira paprastai nustatoma eksperimentigkai,
nors bendru atveju, {¢jimo temperatiira svyruoja nuo mazdaug 50 °C iki mazdaug 200 °C,
tuo tarpu i$éjimo temperatiira svyruoja nuo mazdaug 30 °C iki mazdaug 150 °C. Tinkami

parametrai apima atomizacijos slégj mazdaug 20-150 psi ribose, geriau, nuo mazdaug 30-
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40 iki 100 psi. Tipiniu atveju naudojamas atomizacijos slégis yra vienas i3 Siy (psi): 20, 30,
40,, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120 arba aukstesnis.

Jkvepiamos PEG-insulino kompozicijos, turin€ios ¢ia apradytas savybes, taip pat gali
bti pagamintos iSdZiovinant tam tikrus vaisto formos komponentus, kas duoda perforuotos
mikrostruktiiros miltelius, kaip apragyta WO 99/16419, kurio visas turinys &ia cituojamas.
Perforuotos mikrostruktiiros milteliai paprastai apima iddZiovintas purskiant tud¢iavidures
mikrosferas, turindias santykinai plonas poringas sieneles, apibréZiangias didelg viding
ertmg. Perforuotos mikrostruktiiros milteliai gali biiti disperguojami pasirinktoje
suspensijos terpéje (tokioje kaip nevandeninis ir/arba fluorintas plitimo agentas), siekiant
gauti stabilias dispersijas prie$ dziovinima. Santykinai maZo tankio perforuotos (arba
poringos) mikrostruktiiros mikrodaleliy panaudojimas Zymiai sumaZina traukos tarp daleliy
jéga, tokiu biidu sumaZinant sukibimo jéga ir padidinant susidariusiy milteliy takuma ir
dispersi¥kuma, ir sumaZinant jy stabilios dispersijos degradacija del flokuliacijos,
sedimentacijos arba i$sisluoksniavimo.

Alternatyviai, PEG-insulino kompozicijos {vedimui | plauCius gali tureti
aerodinamiskai lengvas daleles, kaip apradyta patente US 6136295.

Iiradimo milteliy vaisto formos taip pat gali bliti pagamintos liofilizuojant,
dziovinant vakuume, dZiovinant purdkiant 3altyje, apdorojant superkritinj skystj (pvz., kaip
apradyta Hanna et al., patente US 6063138) dZiovinant ore arba kitais dZiovinimo garinant
budais.

Dar kitu aspektu, sausi milteliai gali bati pagaminti aglomeruojant milteliy
komponentus, sijojant medZiagas, kad gauty aglomeratus, suteikiant rutulio forma, kad
gauty labiau sferinius aglomeratus ir atrenkant pagal dydj, kad gauty vienodo dydZio
produkta, kaip aprasyta, pvz., Ahlneck C., et al., tarptautinéje publikacijoje WO 95/09616,
1995, kuri ¢ia cituojama.

Sausi milteliai taip pat gali biiti pagaminti vaisto formos komponentus sumai3ant,
trinant, sijojant arba malant &iurk§liniu maliinu iki sausy milteliy pavidalo.

Sumaigius, sausy milteliy kompozicijos geriausia laikomos sausose (t.y., santykinai
7emo drégnumo) salygose, kol trunka gamyba, apdorojimas ir saugojimas. Nepriklausomai
nuo naudoto dZiovinimo biido, gaunamos inhaliuojamos didelio dispersiskumo dalelés,

apiman&ios chemiskai modifikuota insuling kaip ¢ia aprasyta.
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A.3. Sausy milteliy vaisto formy ypatybés.

ISradimo milteliai dar apibiidinami keletu ypatybiy, ypal viena ar daugiau i$ $iy: (i)
pastoviai didelis dispersiSkumas, kuris palaikomas netgi saugant, (ii) maZas aerodinaminis
daleliy dydis (MMAD), (iii) geresné maZzy daleliy dozés charakteristika, t.y., milteliai,
turintys didesnj procenta maZesniy nei 3,3 mikrony MMAD daleliy, ir visa tai prisideda
padidinant milteliy gebéjima isiskverbti | Zemesniyjy kvépavimo taky (ty., alveoliy)
audinius, kad patekty .{ kraujo apytaka. Sios i¥radimo inhaliuojamy milteliy fizinés
charakteristikos, kurios bus pilniau apradytos toliau, yra svarbios didinant tokiy milteliy
aerozolio pavidale pristatymo | gilesnius plaudiy sluoksnius efektyvuma.

[3radimo sausieji milteliai yra sudaryti i§ aerozolizuojamy daleliy, galindiy
isiskverbti | plautius. I§radimo dalelés turi vidutinj masés diametra (MMD) maZesnj nei
mazdaug 20-30 um, arba maziau nei mazdaug 10 pm, geriau, maZiau nei mazdaug 7,5 um,
dar geriau maZiau nei mazdaug 4 um, ir netgi maziau nei mazdaug 3,5 pm, paprastai 0,1-5
um intervale. Tinkamiausi milteliai yra sudaryti i§ daleliy, turinéiy MMD nuo maZdaug 0,2
iki 4,0 pm. Kai kuriais atvejais milteliai taip pat turi nejkvepiamy nesiklio daleliy, tokiy
kaip laktozé, kur nejkvepiamos dalelés paprastai yra didesnés nei 40 mikrony.

Milteliai pagal §j i3radima dar charakterizuojami aerozolio daleliy dydzio
pasiskirstymu, maZesniu nei maZdaug 10 pm masés vidurinio aerodinaminio diametru
(MMAD), geriau turintiy MMAD mazZesnj nei mazdaug 5 pm, dar geriau maZesnj nei 4,0
um, netgi dar geriau maZesnj nei 3,5 pm, ir, geriausia, mazesnj nei 3 pm. Charakteringu
atveju masés vidurinis aerodinaminis diametras kinta nuo mazdaug 0,1-10 pm, geriau nuo
mazdaug 0,2-5,0 pm MMAD, dar geriau nuo mazdaug 0,1-4,0 pm ir netgi dar geriau nuo
maZdaug 1,5 iki 3,0 pm. MaZi aerodinaminiai diametrai bendru atveju pasiekiami derinant
optimizuotas dZiovinimo purdkiant salygas ir uZpildy bei jy koncentracijos parinkima.

PEG-insulino milteliai pagal §j iSradima dar gali biiti charakterizuojami jy tankiu.
Milteliy kompozicija inhaliavimui paprastai pasizZymi bendru tankiu nuo mazdaug 0,1 iki
10 g/em?, geriau nuo mazdaug 0,1-2 g/cm3 ir dar geriau, nuo mazdaug 0,15-1,5 g/cm3 .

Milteliai paprastai turi drégmés kieki maZesnj nei 20 masés %, paprastai maZiau nei
maZdaug 10 masés %, ir geriau, maZiau nei mazdaug 5 masés %. Pagal §j idradima

tinkamesni yra milteliai, turintys drégmés kiekj, Zemesnj nei mazdaug vienas i§ iy masés
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%: 15 %, 10 %, 7 %, 5 %, arba 3 %. Tokios maZai drégmés turinios kietos medziagos turi
tendencijq biiti stabilesnés pakuojant ir saugant.

Be to, ¢ia apradyti dZiovinimo purskiant biidai ir stabilizatoriai yra efektyviis
sukuriant didelio dispersikumo PEG-insulino vaisto formas. Milteliy vaisto formos atveju
emituojama 3iy milteliy dozé (ED) tipiniu atveju yra didesné nei 30 %, ir paprastai didesné
nei 40 %. Geriau, kad i$radimo milteliy ED yra didesné nei 50 %, daznai didesné nei 60 %.

Cia apradytos koﬁpozicijos taip pat pasizymi geru stabilumu, tiek kalbant apie
cheminj stabiluma, tiek apie fizinj, t.y., aerozolio stabilumg laike. Bendru atveju, kalbant
apie cheminj stabiluma, vaisto formoje esantis PEG-insulino konjugatas degraduoja ne
daugiau nei 15 %, dZiovinant pur¥kimu. Kitaip tariant, milteliai turi maZiausiai 85 %
nepaZeisto PEG-insulino konjugato, geriau maZiausiai 90 arba 95 % nepaZeisto konjugato,
ir dar geriau, maZiausiai 97 % ar daugiau nepaZeisto PEG-insulino. Geriau, kai
diovinimas purskiant duoda miltelius, turintius maZiau nei 10 % bendro Kiekio baltymo
agregaty, Kitaip tariant, daugiau nei 90 % chemidkai modifikuoto insulino masés yra
monomero pavidale.

Kalbant apie aerozolio charakteristika, $io iSradimo kompozicijos paprastai
charakterizuojamos emituojamos dozés sumaZéjimu ne daugiau kaip maZzdaug 20 %,
geriau ne daugiau kaip mazdaug 15 %, ir dar geriau, ne daugiau kaip mazdaug 10 %

saugant tris ménesius vidutinése salygose.

A.4. Kompozicijy jvedimas.

Cia apradytos PEG-insulino vaisto formos gali biti jvestos, naudojant bet kurj
tinkama sausy milteliy inhaliatoriy (DPI), t.y., inhaliavimo ijtaisa, kuris naudoja paciento
ikvépima kaip sausy milteliy vaisto transportavimo i plaucius priemon¢. Tinkami yra
Inhale Therapeutic Systems firmos sausy milteliy inhaliavimo jtaisai, apra3yti Patton J.S. e
al., patente US 5458135, 1995.10.17; Smith A.E. et al., patente US 5740794, 1998.04.21;
ir Smith A.E. et al., patente US 5785049, 1998.07.28, kurie ¢ia cituojami. Milteliy
pavidalo medikamentai, jvesti $io tipo jtaisu, yra laikomi talpykloje, turin€ioje praduriama
dangtelj arba kita priéjimo pavirsiy, geriau, piisleliy pakuotg arba kasetg, kur talpykla gali
turéti viena dozavimo vieneta arba daug dozavimo vienety. Iprastiniai didelio skaiCiaus

ertmiy (t.y., dozavimo vienety pakuotés) uZpildymo kalibruotomis sausy milteliy



% LT 5153 B

medikamento dozémis metodai yra apradyti, pvz., Parks D.)., e/ al., tarptautingje
publikacijoje WO 97/41031, 1997.11.06), kuri &ia cituojama.

Kiti sausy milteliy dispersijos jtaisai sausy milteliy jvedimui { plauius apima
apradytus, pavyzdziui, Newell R.E. et al., patente EP 129985, 1988.09.07; Hodson p.D. et
al., patente EP 472598, 1996.07.03, Cocozza S. et al., patente EP 467172, 1994.04.06 ir
Lloyd L.J. et al., patente US 5522385, 1996.06.04, kurie &ia cituojami. PEG-insulino
sausyjy milteliy jvedimui taip pat tinka tokie jtaisai, kaip Astra-Draco “TURBUHALER”.
Sio tipo jtaisas detaliai apradytas Virtanen R., patente US 4668218, 1987.05.26; Wetterlin
K., et al., patente US 4667668, 1987.05.26 ir Wetterlin K., et al., patente US 4805811,
1989.02.21, kurie visi &ia cituojami. Kiti tinkami jtaisai apima sausyjy milteliy
inhaliatorius, tokius kaip Rotahaler® (Glaxo), Discus® (Glaxo), Spiros™ (Dura
Pharmaceuticals) ir Spinhaler® (Fisons). Taip pat tinka jtaisai, naudojantys stimoklj oro
tiekimui arba pakraunant milteliy pavidalo medikamenta, pakeliant medikamentg nuo
nediklio plok3tumos, praleidZiant org per plok3tuma, arba sumai3ant org su vaisto milteliais
sumaidymo kameroje ir nuosekliai jvedant miltelius pacientui per jtaiso kandiklj, kaip
aprasyta Mulhauser P., et al., patente US 5388572, 1997.09.30, kuris &ia cituojamas.

Inhalivojamos PEG-insulino kompozicijos taip pat gali biiti jvestos naudojant
suspausto oro, kalibruotos dozés inhaliatoriy (MDI), pvz., Ventolin® kalibruotos dozés
inhaliatoriy, turintj vaisto tirpalg arba suspensija farmaciniu poZiiriu inertikame skystame
disperguojan¢iame agente, pvz., anglies chlorfluoride arba anglies fluoride, kaip apra3yta
Laube et al., patente US 5320094, 1994.06.14 ir Rubsamen R.M. et al., patente US
5672581 (1994), jie abu &ia cituojami.

Alternatyviai, &ia apradyti PEG-insulinai gali bati istirpinti arba suspenduoti
tirpiklyje, pvz., vandenyje arba natrio chlorido tirpale, ir jvedami purdkiant. Purskikliai
aerozoliu paversto tirpalo jvedimui apima AERX™ (Aradigm), Ultravent™ (Mallinkrodt),
Pari LC Plus™ arba Pari LC Star™ (Pari GmbH, Vokietija), DeVilbiss Pulmo-Aide ir
Acorn [I® (Marquest Medical Products).

Kaip paZyméta ankséiau, &ia apradyti PEG-insulino konjugatai taip pat gali biti
ivedami parenteraliai intraveninés injekcijos biidu, arba, kas maZiau tinka, injekcijos |
raumenis arba po oda biidu. Tos srities specialistai lengvai nustatys tikslius tokios vaisto
formos komponentus. Parenteraliniam jvedimui tinkamos vaisto formos apima gatavus

injekcijy tirpalus, sausus miltelius, skirtus istirpinti tirpiklyje prie$ pat naudojima, gatavas
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suspensijas injekcijoms, sausas netirpias kompozicijas, skirtas sumaiSymui su neikliu
prie¥ pat naudojima, emulsijas ir skystus koncentratus, skirtus praskiesti prie$ pat jvedima.
Pavyzdziui, PEG-insulino kompozicijos pagal §j idradimg injekuojamas tirpalas gali apimti
kompozicija, idtirpinta vandeniniame nesiklyje, tokiame kaip vandeninishatrio chloridas,
Ringerio tirpalas, dekstrozés injekcijy tirpalas, Ringerio tirpalas su laktatu ir pan., ir gali
apimti vieng ar daugiau farmaciniu poZzidriu suderinamy uZzpildy arba priedy, apradyty

aukd€iau.

IV. Naudingumas.
Sio iradimo kompozicijos, jvestos Zinduoliui bet kuriuo tinkamu jvedimo bidu,

geriausia, inhaliuojant arba infekuojant, terapiniu poZidiriu efektyviu Kiekiu, yra tinkamos
gydyti diabetui, konkregiai, I tipo arba II tipo diabetui.

Cia nurodyti straipsniai, knygos , patentai ir kitos publikacijos savo visa apimtimi yra
itraukti &ia kaip citatos.

Toliau pateikti pavyzdZiai iliustruoja isradima, bet jokiu biidu nesiekia apriboti

iSradimo apimties.
PAVYZDZIAI

Medziagos ir metodai
Polietilenglikolio reagentas gautas i§ Shearwater Corporation (Huntsville, Alabama).

Zmogaus insulinas gautas i§ Diosynth, Inc.

1 pavyzdys

Di-N®*! N*8%_t.Boc-Insulinas

Kompozicija, sudaryta visy pirma i§ mono-pegilinto insulino, buvo pagaminta
specifinio suriSimo vietos atZvilgiu biidu, kaip idéstyta 1 ir 2 pavyzdZiuose, naudojant
tiesios grandinés 5000 Daltony polietilenglikolj.

Pirmiausia pagamintas di-apsaugotas insulinas tokiu biidu: 602 mg Zmogaus insulino
(0,103 mmol) istirpinta 3,0 ml bevandenio dimetilsulfoksido (DMSO), turinZiame 166 pl
trietilamino. [ insulino tirpalg pridéta 50 pl di-tret-butildikarbonato (0,215 mmol). Po 60

min. stovéjimo kambario temperatiiroje reakcijos midinys ispiltas { 240 ml acetono, po to
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pridéta 3 lasai 6 M HCI, kad prasidéty flokuliacija. Nuosédos atskirtos filtruojant ir
iSdZiovintos vakuume. Reakcijos produktas iSgrynintas preparatyvinés HPLC pagalba,
naudojant Waters 25x100 mm C18 kolonéle (vidutinis daleliy dydis 15 pm, pory dydis 100
A) . Eliuentais naudoti acetonitrilo ir 0,1 % TFA miiniai dejonizuotame vandenyje,
greitis 3,0 ml/min. Produktas surinktas, distiliuota paSalinant acetonitrily ir tada

liofilizuotas. ISeiga 164,8 mg (26,7 %, mol.masé apie 6000 pagal MALDI).

2 pavyzdys
Mono-pegilinto mPEG-5K-SPA-PheB1-insulino konjugato sintezé
N “Bl.metoksipoli(etilenglikol)5K-insulinas (nPEG5K-PheB1-insulinas)

150 mg (apie 0,025 mmol) 3vieZiai idvalyto di-N*A!, NB2_t-Boc-insulino i§ 1
pavyzdZio istirpinta 4 ml DMSO, turiniame 95 pl trietilamino. [ insulino tirpalg pridéta
169 mg (0,032 mmol) mPEG-SPA-5000 (mPEG-sukcinimidilpropionato, mPEG-O-
CH,CH,C(0)O-sukcinimido, mol. masé 5000). Inkubuota per naktj (29 val.) kambario
temperatiiroje, po to susidargs mPEG-insulino darinys praskiestas iki 100 ml dejonizuotu
vandeniu, dializuotas prie¥ vandenj 4 val. ir po to liofilizuotas. Liofilizuotas produktas vél
idtirpintas 4 ml bevandenio TFA ir laikytas N, atmosferoje 0 °C temperatiiroje 1,5 val., kad
pasisalinty apsauginé Boc grupé. Deblokuotas mPEG-insulinas praskiestas iki 50 ml
dejonizuotu vandeniu ir dializuotas prie¥ 0,1 % NH4HCO;3 ir dejonizuoty vandenij pernakt.
Liofilizacija duoda balty milteliy produkta. I3eiga 117,6 mg (41,6 %, mol. masé 11311,6
pagal MALDI).

Mono-konjuguoto insulino procentiné sudétis masés spektry duomenimis yra
mazdaug 90 %, kas patvirtina 3io sintezés metodo specifinj pobiidj. Papildomi
charakterizuojantys duomenys pateikiami 5 pavyzdyje. Susidariusiame produkte insulino
kiekis yra 51,3 %. Lengvesniam Zyméjimui N *Bl_metoksipoli(etilenglikol)SK-
propionamido-insulinas arba mPEGS5K-PheB1-insulinas ¢ia toliau bus Zymimas kaip “5K

PEG insulinas”.
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3 pavyzdys
mPEG-2K-SPA-insulino konjugato sintezé

Toliau apraSyta metodika naudota gauti insuling, pegilinta neépeciﬁniu vietos
atzvilgiu (t.y., atsitiktiniu) biidu, naudojant tiesios grandinés polietilenglikolj, turintj
molekuling mas¢ mazdaug 2000 Daltony. 0,1012 g insulino (mol. mase 5826 Da, 0,01737
mmol) idtirpinta 0,5 ml bevandenio DMSO ir veikta 50 ul trietilamino (0,3587 mmol, 20-
kartinis molinis perteklius). | auk3&iau paminéta reakcijos miginj buvo pridéta 52 mg m-
SPA-2000 (mPEG-sukcinimidilpropionato, Shearwater Corporation, mol. maseé apie 2000
Da, 0,02605 mmol, 1,5 karto molinis perteklius). Miginys maiytas apie 17 val. kambario
temperatiiroje azoto atmosferoje. Po to reakcijos midinys istirpintas 0,1 % TFA iki bendro
tirio 5,5 ml ir grynintas atvirk$tiniy faziy HPLC, naudojant C-18 kolonélg ir
acetonitrila/0,1 % TFA kaip eliuenta. Atvirkstiniy faziy HPLC davé abiejy produkty miSinj
- mono- (prijungtas vienas PEG) ir di-pegilinto (prijungti du PEG); kompozicija Cia
vadinama “2K PEG insulinu.

Ieiga 68 mg. Insulino kiekis RP-HPLC duomenimis: 50,5 mg.

4 pavyzdys
mPEG-750 Da-SPA-insulino konjugato sintezé
Kompozicija, susidedanti pagrindinai i§ insulino, pegilinto B1 vietoje, buvo gauta
specifiniu vietos atzvilgiu biidu, naudojant tipidka polietilenglikolio modifikatoriy, t.y.,
tiesios grandinés 750 daltony polietilenglikolj, turintj sukcinimidilpropionata grandinés

gale, tinkantj kovalentiniam insulino suriSimui.

4A. Di-NA! NB%_t-Boc-insulino sintezé.

Di-apsaugotas insulinas pagamintas tokiu biidu: 602 mg Zmogaus insulino (0,103
mmol) istirpinta 3,0 ml bevandenio dimetilsulfoksido (DMSO) turinio 166 pl trietilamino.
[ insulino tirpala pridéta 50 ul di-tret-butildikarbonato (0,215 mmol). Po 60 min. kambario
temp., reakcijos misinys iSverstas i 240 ml acetono, po to pridéta 3 ladai 6M HCI, kad
prasidéty flokuliacija. Nuosédos atskirtos filtruojant ir idZiovintos vakuume. Reakcijos
produktas iSgrynintas preparatyvine HPLC, naudojant Waters 25x100 mm C18 kolonéle
(vid. daleliy dydis 15 um; pory dydis 100 A). Eliuentais naudoti acetonitrilo ir 0,1 % TFA
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miiniai dejonizuotame vandenyje, 3,0 ml/min. grei¢iu. Produktas surinktas, distiliuotas
pasalinant acetonitrilg ir tada liofilizuotas. ISeiga 164,8 mg (26,7 %, mol. masé apie 6000
pagal MALDI).

4B. MPEG-750 Da-SPA-PheB1-insulino konjugato sintezé.

63,4 mg (apie 0,01056 mmol) SvieZiai iSgryninto di-N*' N®?-t-Boc-insulino i§ 4A
pavyzdzio itirpinta 0,5 ml DMSO, turinio 200 ul trietilamino. [ insulino tirpala pridéta
33 mg (0,03173 mmol, mSPA750 mol. masé yra apie 1040 Da) mPEG-SPA-750 (mPEG-
sukcinimidilpropionatas, mPEG-O-CH2CH2C(O)O-sukcinimidas, PEG mol. masé¢ 750).
Inkubuota kambario temperatiiroje per naktj (29 val.), po to i reakcijos miginj pridéta 300
ul TFA, ir susidargs mPEG-insulino darinys nusodintas 100 ml eterio ir iddZiovintas
vakuume. I3eiga apie 28,5 mg su 21,3 mg insulinokiekio pagal atvirkitiniy faziy HPLC
duomenis (33,6 %, mol. masé apie 6639,3 Da pagal MALDI). Paprastumo délei &ia
apraSyta kompozicija toliau vadinama “750 PEG insulinas”.

) Su Sia medziaga atliktos dvi skirtingos sintezés, abi naudojant auk¢iau aprasyta
sintezés metodika su viena i$imtim: viena sintezé vykdyta esant mPEG-SPA-750 moliy
santykiui su insulinu 7:1, tuo tarpu kita sintezé vykdyta, esant moliy santykiui mPEG-SPA-
750 su insulinu 3:1. Kompozicijos, susidariusios 3iy dviejy sinteziq( rezultate &ia
vadinamos kaip “750-1 PEG insulinas” (PEG reagento molinis santykis su insulinu buvo

7:1) ir “750-2 PEG-insulinas” (molinis PEG reagento santykis su insulinu buvo 3:1).

5 pavyzdys
Pavyzdiniy PEG-insulino kompozicijy charakterizavimas

Auk3Ciau apradytos pegilinty insulino konjugaty kompozicijos dar buvo
charakterizuotos jvairiais analitiniais metodais.

Masés spektrometrija buvo panaudota, siekiant jvertinti santykij mono, di ir tri
konjuguoty insuliny (taip pat vadinamy PEG insulino monomeru, dimeru ir trimeru) kiekj,
esantj kiekvienoje kompozicijoje, pagal santykinj smailiy plota. Rezultatai pateikiami

Zemiau | lenteléje.




41

LT 5153 B

I lentelée. Santykinis mono-, di- ir tri-konjuguoto insulino kiekis pagal masés

spektroskopijos duomenis

% tri-konjugato

PEG-insulino % mono-konjugato | % di-konjugato
kompozicija
5K PEG insulinas 91 4 nenustatyta
750-1 PEG insulinas 46 39 15
750-2 PEG insulinas 60 32 8
2K PEG insulinas 51 45 nenustatyta

Molekuliniy siety chromatografija (SEC) atlikta su auk3&iau apradytomis 750-1, 750-
2 ir 2K PEG-insulino kompozicijomis, naudojant dvi Shodex SEC kolonéles (numeris
KW-802.5), apjungtas i serija Waters 2690HPLC sistemoje. Mobili fazé susideda i§ 22 %
ledinés acto riigities ir 33 % acetonitrilo (t/t) vandenyje. Chromatografiniai duomenys
buvo naudoti kaip alternatyvus biidas jvertinti santykinj mono, di ir tri konjuguoto insulino
kiekj kiekvienoje kompozicijoje. Rezultatai pateikti Zemiau 2 lenteléje. Kaip matyti
palyginus duomenis 1 ir 2 lentelése, du skirtingi metodai duoda rezultatus, kurie yra artimi,

vertinant santykinj mono, di ir tri konjuguoto insulino kieki kiekvienoje kompozicijoje.

2 lentelé. Santykinis mono-, di- ir tri-konjugnato insulino kiekis pagal HP-SEC
Insulino % mono- | % di-konjugato | % tri-konjugato [ % Kkiti
tipas konjugato
PEG 750-1 48 47 5 0
PEG 750-2 66 26 7 2
PEG 2000 40 51 nd 9

Atlikti papildomi tyrimai, siekiant nustatyti jvairiy pagal padétj konjugaty
pasiskirstyma kiekvienoje ¥ trijy pavyzdiniy kompozicijy, ty. pakeitimo laipsnj
kiekviename i3 trijy galimy prijungimo viety, A-1Gly, B-1Phe arba B-29Lys. Disulfidiniy
ry$iy insuline suskaidymui naudotas ditiotreitolis (DTT, Sigma), kas salygoja kovalentiniy
ry3iy tarp insulino A ir B grandiniy suskaidyma.
turindio 0,4 M amonio bikarbonato, esant mazdaug 0,2 mg/ml ekvivalentinio insulino
masés kiekvienai konjugato riigiai. DTT istirpintas vandenyje (7 mg/ml), gaunant

vandeninj DTT tirpala. Tada viena DTT tirpalo dalis pridedama prie 5 daliy kickvieno i3
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- insulino tirpaly, ir redukcijos reakcija vykdoma 15 minugiy 50 °C temperatiiroje.
Redukuotos 750 PEG insulino kompozicijos alkilintos jodacetamidu (Sigma). PEG-
insulino tirpaly $esios dalys reagavo su 1 dalimi 100mM jodacetamido, prie3 paleidZiant i
chromatografija ir fermentiskai suskaidant. Reakcijos produktai analizuoti HPLC pagalba.
Konjugavimas sﬁ A arba B grandine buvo jvertintas pagal insulino A arba B granding,
elivota véliau negu kontrolé (ir priskirta konjugatui su polietilenglikoliu). Siy véliau
idelivoty smailiy nebuvo tikimu uZlaikymo laiku kontrolés atveju. Pagal santykinj smailiy
plota nustatytas procentinis polietilenglikolio konjugavimo su insulino A arba B grandine
kiekis.

Toliau ‘tiriant santykinj kieki PEG’o, prijungto priec B-29Lys lyginant su Bl-Phe,
750-1 ir 750-2PEG insulino kompozicijy redukuotos ir alkilintos A ir B grandinés, gautos
aukiiau apradytoje redukcijoje DTT, buvo toliau skaidomos sekvenavimo markés
fermentu Endoproteinaze Glu-C (Sigma). Pagamintas tirpalas, turintis 0,125 pg/ul
fermento vandeniniame amonio bikarbonate. Prie¥ pridedant fermento tirpala, insulino
koncentracija kiekviename redukcijos reakcijos misinyje buvo 0,05 pg/ul 8 m karbamido,
turintiame 0,4 M amonio bikarbonato. Tada 1 dalis fermento tirpalo pridéta j 40 daliy
insulino tirpalo. Skaidymas Endoproteinase Glu-C fermentu duoda insulino peptidy
fragmentus A1-A4, A5-A17, A18-A21, B1-B13, B14-B21 ir B22-B30.

Fragmentai, susidar¢ fermentu skaidant 750-1 ir 750-2 PEG-insulino kompozicijy
tick A, tiek B grandines, analizuoti HPLC pagalba, siekiant jvertinti bendra PEG
prijungimo prie insulino viety pasiskirstyma kiekvienoje i3 $iu kompozicijy. Kontrol¢je
nesangios smailés kiekis procentais leidzia jvertinti fragmento, konjuguoto su PEG kieki,

kadangi tas fragmentas eliuojamas kitoje chromatogramos vietoje.

3A lentelé
PEG prijungimo viety pasiskirstymas pavyzdinése PEG-insulino kompozicijose

LT 5153 B

Insulino tipas % konjunguoty per | % konjunguoty per | % konjunguoty per
Al vieta B1 vieta B-29 vieta
PEG 750-1 30 95 21
PEG 750-2 11 95 15
PEG 2000 63 85*

* néra suskaidymo duomeny, tik sumazintas i¥skyrimas
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Skaiciai 3A lenteléje pagristi galimybe kiekvienoje vietoje konjuguoti 100 procenty.
Pavyzdziui, kiekvienas mono-konjugatas turi 3 galimas konfigiracijas (mono-Al, mono-
Bl, Mono-B29), ir kiekvienas di-konjugatas turi 3 konfigiiracijas (di-Al, B1; di-A-1, B-
29, ir di-B-1, B-29). Analizuojant 3A lentelés duomenis, pvz., PEG-750.-‘1 atveju, i$ visy
galimy konjugaty, esandiy kompozicijoje, 95 % PEG-insulino konjugaty *turi
polietilenglikolj, kovalentidkai prijungta B-1 vietoje.

3B lentelé. [vairios galimos konj ugati{ ridys

Tipai Mono-konjugatai Di-konjugatai Tri- HMWP
konjugatai

Ragiy # 1 2 3 4 5 6 7 8

Konjuga- | A-1 | B-1 | B-29 | (A-14B- | (A-14B- | (B-14B- | (A-14+B- Konju-

vimo vieta 1) 29) 29) 1+B-29) guoti
insulino
dimerai

6 pavyzdys

750-2 PEG insulino ir nemodifikuoto insulino fermentinio skaidymo greiiy

palyginimas

750-2 PEG insulino fermentinio skaidymo chimotripsinu greitis lygintas su insulino
skaidymo greiciu.

Insulino kontrolé ir PEG 750-2 insulino kompozicija paruoiti kaip 1 mg/ml tirpalai
fosfatiniame natrio chlorido tirpale, turing&iame pH 7,8. Chimotripsinas paruostas kaip 1
mg/ml tirpalas 1 mM HClI tirpale. Fermento tirpalo 1 dalis pridéta prie 20 daliy insulino
tirpalo. Mazdaug kas valanda i§ miZraus tirpalo paimamos maZos alikvotos.

RP(atvirkstiniy faziy)-HPLC metode naudota C-18 kolonélé su mobilia faze, turindia
natrio perchlorato, fosforo riigities ir acetonitrilo. Pegilinto insulino ridiy elivavimui,
identifikuoty kaip grupé prastai iSsiskyrusiy smailiy, stebimy ties 214 nm, naudotas
acetonitrilo gradientas. Smailiy grupé integruota i vieng ir pavadinta PEG-insulinu.
Vykstant skaidymui, daromas prarasto nepaZeisto PEG-insulino ir insulino grafikas (Fig.
1). Apskaitiuotas jy gyvavimo puslaikis, esant chimotripsino.

Laikas, reikalingas fermentigkai suskaidyti 750-2 PEG kompozicijos pagrindinio

komponento pusg koncentracijos, buvo penkis kartus didesnis, nei nemodifikuoto insulino.
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Kitaip tariant, suskaidyti chimotripsinu pus¢ pavyzdinio pegilinto insulino koncentracijos
reikia penkis kartus ilgesnio laiko, negu normaliam insulinui. Sie rezultatai demonstruoja
PEG-insulino konjugaty potencialg ilgiau islikti alveoléese dél didesnio atsparumo

proteolitiniam skilimui, lyginant su nemodifikuotu insulinu.

7 pavyzdys
Serumo gliukozés ir insulino koncentracijy po intraveninio SK PEG insulino jvedimo
Ziurkéms jvertinimas (P-2001-015)

Sis tyrimas atliktas, siekiant nustatyti, ar insulino aktyvumas 5K PEG insulino
kompozicijoje isliko, chemiskai modifikuojant pavyzdine 5K polietilenglikolio grandine, ir
siekiant nustatyti dozés ir gliukozés atsako priklausomybe Sias kompozicijas jvedus
intraveniniu biidu.

Sprague Dawley Ziurkiy patin¢liai, su jstatytomis kaniulémis (jungo/hemoraliné vena
[JVC/FVC]) , turindiomis priéjimo vieta, iSvesta po oda | iSor¢ prie sprando, buvo pateiktos
Hiltop Lab Animals Inc (P.O. Box 183, Acottdale, PA 15683). Jungo venos kaniulés buvo
uZpildytos farmacinés markés polivinilpirolidono (PVP — mol. masé 40000) tirpalu
(kraujagysles spindZio uZpildas), fiziologiniu tirpalu ir heparino nario druska, kad i%laikyti
potencija. Nailoninio uZpildo kamstis, uzdarantis kaniule, tyrimo diena buvo pa3alintas ir
pakeistas Monoject buka kaniule 23Gx1 (VWR = 53498-484). Tyrimo sistema apima 1
Ziurkés patineélj, atsitiktinai parinkty i placebo grupés, 2 Ziurkiy patinélius, atsitiktinai
parinktus i§ ne-pegilintos grupés, ir 4 Ziurkiy patinélius, atsitiktinai parinktus i§ PEG-
insulino grupés. Siame tyrime pegilinto insulino Zaltinis buvo 5K PEG insulinas i§ 2
pavyzdzio. Dozés buvo jvedamos intraveniskai.

Gyvuliuky skai€ius/Lytis

1 diena: 1 patinélis/grupei placebo grupéje 1

2 patinéliai/grupei 2 grupéje; 4 patinéliai/grupei grupése 3-3

Prie§ pradedant tyrima, gyvuliukams neduodama ésti 12-18 val. Zmogaus insulinas
prie3 naudojimg laikytas —20 °C temperatiiroje. [vedimui paruodti du skirtingi tirpalai:

Tirpalai intraveniniam jvedimui:
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Ne-PEGilintas Zmogaus insulinas (1,0 mg/ml tirpalas): 1,0 ml PBS pridedama j 1,0
mg insulino milteliy.
5K insulinas (1,0 mg/ml Zmogaus insulino koncentracija, apskai¢iuota pagal insuling,
o ne pagal konjugata): 6,0 ml PBS pridedama j 11,7 mg 5K PEG insulino miltelius.
| Gyvuliukai anestezuoti, duodant jkvépti izoflurano. Intraveniné dozé¢ (300
ul/gyvuliukui) jleistos per FVC, po to kateteris uZdarytas, kad idvengty kryZminio
uZter§imo imant kraujg. Visi kraujo pavyzdZiai buvo imami per JVC. Fosfato buferio
tirpalas (PBS) 1 grupei jvestas 300 pl i.v. doze. Ne-pegilintas Zmogaus insulinas jvestas 3
grupei 20 pg/gyvuliukui i.v. doze. Pegilinto Zmogaus insulino vaisto forma jvesta 2 grupei
20 pg/gyvuliukui i.v. doze, 4 grupei 40 pg/gyvuliukui i.v. doze, ir 5 grupei 30
pg/gyvuliukui i.v. doze. Kraujo méginiai (apie 500 pl) paimti i§ JVC prie3 dozavima (2-
0,25 val. prie§ dozavima), ir po 10, 15, 30, 60, 120 ir 180 min. nuo dozés jvedimo. MaZas
kraujo kiekis uZneSamas ant gliukozés nustatymo juostelés, kad iSmatuoty gliukozés kiekj
kraujyje gliukozés monitoriumi Glucometer Elite (Bayer Corp., Elkart, IN). Méginio
likutis patalpinamas i centrifuga ir centrifuguodamas. Po to serumas nudekantuojamas |
atskira mégintuvélj ir analizuojamas radijo-imuniniu metodu. (RIA). Vidurkiai ir

standartinis nuokrypis (SD) apskai€iuojami naudojant Microsoft® Excel 2000 programa.

4 lentelé. In vivo eksperimenty apibendrinimas.
Toliau pateikiami tikrosios jvestos dozés bei tikrasis gyvuliuky skai&ius kiekvienoje

grupéje. Tyrimas atliktas per viena diena.

Grupés [vedimo bidas Insulino bendra Gyvuliuky
Nr. Kompozicija dienos dozé skaiCius/lytis
(ug/gyvuliukui)
1 Placebas i.v. 0 1M
2 Ne-PEG insulinas i.v. 20 2M
3 PEG insulinas i.v. 20 4M
4 PEG insulinas i.v. 40 4M
5 PEG insulinas i.v. 30 4M

Rezultatai rodo, kad 5K PEG insulino kompozicija pasizymi bioaktyvumu, t.y.,
modifikuojant polietilenglikoliu insulino molekulé iSlieka aktyvi, kas matyti i§ jos

gebéjimo sumazinti gliukozés kiekj kraujyje. Vidutinés serumo insulino koncentracijos po
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intraveninio pegilinto insulino {vedimo priklauso nuo dozés; taip pat stebimas nuo dozés
priklausantis gliukozés kiekio mazéjimas. Rezultatai apibendrinti Fig. 2 ir Fig. 3. Fig. 2 yra
vidutiniy serumo insulino koncentracijy kreive, jvedus intraveniniu biidu pegilinto ir
nepegilinto insulino pavyzdines kompozicijas; Fig. 3 yra kraujo gliukozeés koncentrééijq

kreivé, jvedus intraveniniu biidu auk3¢iau apradytas kompozicijas.

8 pavyzdys
5K PEG insulino jvedimas { palucius
(P-2001-017)

Pavyzdinis pegilintas insulinas SK PEG insulinas jvedamas Ziurkéms intratrachéjiniu
biidu, siekiant nustatyti (i) ar jo aktyvumas ilieka, jvedus i plautius, ir (i) jo jtaka, jei
tokia biity, serumo insulino ir gliukozés koncentracijoms, kai jvedama tiesiogiat  plaucius.

Pradiniai tirpalai:

Ne-pegilintas insulinas: 1 ml PBS pridedamas i 1,0 mg insulino milteliy, kad gauty 1
mg/ml pradinj tirpala. Insulino pradinis tirpalas (kontrol¢) pagaminamas tyrimy pradzios
dieng.

SK PEG insulinas: 4,0 ml PBS pridedama i 7,8 mg 5K PEG insulino miltelius,
gaunamas 1 mg/ml (skaiivojant pagal insuling) pradinis tirpalas.

Dozavimo tirpalai:

40 pg/gyvuliukui insulino: 667 pl insulino pradinio tirpalo pridedama | 4,33 ml PBS
per 2 dozavimo valandas.

150 pg/gyvulivkui insulino B-1: 2,5 ml 5K PEG insulino pradinio tirpalo pridedama
2,5 ml PBS per 2 dozavimo valandas.

Intratrachéjinis instiliavimas:

Ziurkés lengvai anestezuotos, pleksiglazo kameroje mazdaug 5 minutes duodant
kvépuoti 3,0-5,0 % izoflurano (Abbott Laboratorines) , sumaisyto su deguonimi. [vedimas
ivykdytas, jkisant zondo adata (Popper & Sons Inc.; 18x3”” W2-1/4 mm balionelis, New
Hyde Park, NY 11040), sujungta su | m! 3virk$tu, per snukutj Zemyn iki trachéjos, vos
auk$tiau pagrindinés keteros. [vedant zondo adata, tikslesné ikiSimo vieta nustatoma
ap&iuopiant zondo balionéliu gerklés kremzliniy Ziedy nelygumus po oda. Siuo metodu

dozés jvedamos j plaudius, po to zondas paSalinamas.
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Siame tyrime naudota keturiolika (n=7/grupei) badavusiy Ziurkiy patineliy (Hilitop
Lab Animals, Scottsdale, PA (300-350 g)) su nuolatiniais jungo veny kateteriais (JVC) .
Nepegilintas Zmogaus insulinas jvestas 1 grupei kéip 40 pg/300 pl it !dozé. Pegilinto
Zmogaus insulino vaisto fqrma buvo jvesta 2 grupei kaip 150 pg/300 pl i.t. dozé. Kraujo
méginiai (apie 500 pl) paimti prie§ dozavima (2-0,25 val. prie3 dozavima) ir po 15, 30, 60,
120, 240, 360, 480 ir 720 minugiy po dozavimo. MaZas kraujo kiekis uZne$amas ant
gliukozés nustatymo juostelés, kad iSmatuoty gliukozés kiekj kraujyje gliukozés
monitoriumi Glucometer Elite (Bayer Corp., Elkart, IN). Méginio likutis patalpinamas |
centrifuga ir analizuojamas radijo-imuniniu metodu (RIA). Vidurkiai ir standartinis
nuokrypis (SD) apskaitiuojami naudojant Microsoft® Excel 2000 programa. Gyvuliukas

2-3 igkrito i¥ tyrimo dél uzsikim3usio kateterio.

5 lentelé. In vivo eksperimenty Ziurkése apibendrinimas

Grupés [vedimo | Gyvuliuky | Insulino bendra | Dozavimo
Nr. Insulino tipas bidas | skaiGius/lytis dienos dozé dieny
(ng/gyvuliukui) skailius
1 Insulinas L.T. ™ 40 1
2 5K PEG insulinas LT. ™ 150 1

6 lentelé. In Vivo doziy kiekiai

Grupés | Insulino tipas | Insulino bendra dienos | Dozés tiris | Dozuojamo tirpalo
Nr. dozé (pg/gyvuliukui) {(TD)] tiiris (pug/ml)
1 Insulinas 40 300 133.33
2 5K PEG insulinas 150 300 500

Insulino ir SK PEG insulino vidutinés serumo koncentracijos ir vidutinés kraujo
koncentracijos po intratrachéjinio jvedimo pavaizduotos Fig. 4 ir Fig. 5, atitinkamai.
Rezultatai rodo, kad i&radimo pegilinto insulino kompozicijos pasizymi aktyvumu jvedant |
plautius ir esant plau¢iuose. Farmakokinetiniai duomenys dar rodo, kad pegilintas
insulinas ne tik praeina per plaudius j kraujo apytaka, , bet tuo metu ilaiko savo aktyvuma,
ka rodo nustatyti serumo insulino Kiekiai, atitinkantys ne endogeninj insulina. Pagal
stebima mazdaug 1 val. bégyje po intratrachéjinio jvedimo insulino kiekj kraujyje atrodo,
kad pegilintas insulinas i$ esmés neuZsilaiko plaudiuose ir greitai pereina i kraujo apytaka

netrukus po jvedimo. Rezultatai dar parodo, kad, jvestas i plaugius, pegilintas insulinas
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efektyviai sumazina gliukozés kiekj kraujyje. Ta¢iau Siame pavyzdyje pegilintas insulinas
pasirodo maziau efektyvus negu ne pegilintas insulinas dozémis, jvedamomis gliukozés
kiekio mazinimui. Tiek farmakokinetinés, tiek farmakodinaminés atsako i intratrachéjiniu
biidu jvestg pegilinta insuling kreivés kaZkiek primena nepegilinta insuling, nors,
sprendZiant pagal Fig. 4 kreives, PEG-insulinas atrodo yra ilgiau veikiantis, negu
nepegilintas insulinas. Tolesnj konkretaus chemiskai modifikuoto insulino produkto
dozuojamy kiekiy ir konkre&iy polietilenglikolio modifikatoriy optimizavima gali
nesunkiai jgyvendinti Sios srities specialistas, vadovaudamasis Cia pateikiamais
nurodymais ir priklausomai nuo dozavimo reikalavimy, pasirenkamy pacienty, gydomos

biiklés ir pan.

9 pavyzdys
750-1 PEG insulino jvedimas i plauius
(P-2001-025)

Pavyzdinis pegilintas insulinas 750-1-PEG insulinas jvestas Ziurkéms intratrachéjiniu
budu. I3 dalies tyrimas jvykdytas siekiant istirti insulino, kovalenti3kai suridto su viena ar
" daugiau polietilenglikolio grandiniy, turin&iy apytikslg molekuling mas¢ 1000 Daltony ar
maZiau, kompozicijos, jvestos i palutius, poveikij.

Ziurkiy in vivo tyrimas atliktas i¥ esmés taip, kaip apraSyta 8 pavyzdyje auk¥iau.

Tikslus dozavimo reZimas ir jvestos dozés apibendrinamos lentelése Zemiau.

7 lentele.
Grupés Ivedimo | Gyvuliuky Insulino bendra | Dozavimo
Nr. Insulino tipas budas | skaiius/lytis dienos dozé dieny
(ng/gyvuliukui) skai€ius
1 Insulinas it. 2M 80 1
750-1 PEG it. 4M 100 1
insulinas
3 750-1 PEG it. 4M 300 1
insulinas
4 750-1 PEG it 4M 500 1
insulinas
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8 lentele.

Grupés | Insulino tipas | Insulino bendra dienos | Dozés tiris Dozuojamo tirpalo
Nr. doz¢ (pg/gyvuliukui) (uh) koncentracija (pg/ml)

1 Insulinas 80 300 266.67

2 750-1 PEG 100 300 333.33
insulinas

3 750-1 PEG 300 300 1000.00
insulinas

4 750-1 PEG 500 300 1666.67
insulinas

Serumo insulino ir kraujo gliukozés koncentracijy, ijvedus Ziurkéms insuling ir 750-1-
PEG insuling intratrachéjiniu biidu, grafikai pavaizduoti Fig. 6 ir Fig. 7, atitinkamai. I3
vidutiniy serumo insulino koncentracijy kreivés Fig. 6 matyti, kad natyvus arba
nepegilintas insulinas pasiekia savo maksimalia koncentracija serume po mazdaug 15 min.,
tuo tarpu pegilinto insulino kompozicijos pasiekia maksimalia serumo koncentracija po 6
val. (100 pg/gyvuliukui) ir po 8 val. (300 pg/gyvuliukui), kas rodo 3iy kompozicijy, jvesty
i plautius inhaliuojant, ilgalaikio veikimo pobiidj. Kaip rodo Fig. 6, nemodifikuotas
insulinas griZta i foninj lygi po 6 val. nuo jvedimo, tuo tarpu pegilinto insulino kiekis po 6
val. buvo Zymiai didesnis uZ foninj lygi (maZdaug 3-7 kartus ar daugiau didesnis uZ foninj
lygi). Be to, pegilinto insulino intratrachéjinis jvedimas duoda uZlaikyta sisteminj insulino
kieki, kuris negriZta iki foninio lygio netgi po 12 val. nuo jvedimo. Fakti¥kai, pegilinto
insulino atveju insulino kiekis buvo daugiau nei 3 kartus didesnis uZ foninj kieki (t.y., uZ
nemodifikuoto insulino kieki) tiek po 8, tiek po 12 val. Siy rezultaty kreivés pateiktos Fig.
6.

Apibendrinant, 750-1-PEG insulinas, jvedus i plautius, duoda didesnj sisteminj
insulino kiekj, lyginant su nemodifikuotu insulinu. Be to, sisteminio kiekis pegilinto
insulino atveju yra Zymiai vir¥ foninio kiekio netgi po 12 val. Kitaip tariant, padidinti
insulino kiekiai pegilinto insulino atveju idlieka maZiausiai dukart ilgiau, negu
nemodifikuoto insulino. Sie duomenys dar parodo, kad pegilintas insulinas pereina
plaudius, yra bioaktyvus ir ilgiau uZtikrina sisteminj insulino Kiekj, lyginant su
nemodifikuotu insulinu.

Vidutiniy gliukozés koncentracijy kraujyje po intratrachéjinio nepegilinto insulino

ivedimo, lyginant su 750-1- pegilintu insulinu, kreivés pateiktos Fig. 7. Pegilinto insulino
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atveju kraujo gliukozés atsako kiekiai gerai koreliuoja su serumo insulino kiekiais. (Kitaip
tariant, padidéjus serumo insulino kiekiui, taip pat stebimas atitinkamas kraujo gliukozés
kiekio sureguliavimas/sumaZéjimas). I§ Fig. 7 matyti, kad $io iSradimo pegilinto insulino
kompozicijos, jvestos peroraliai | plaugius, demonstruoja greita veikimo pradzia, Iyginz{nt
su natyviu insulinu, o ne uZdelsta veikimo pradZia, biidinga daugeliui uZdelsto veikimo
vaisto formy. Kitaip tariant, gliukozés kiekio sureguliavimas pasireiSkia greitai po
ivedimo. Be to, tuo tarpu kai natyvus arba ne pegilintas insulinas pasiekia maksimaly
gliukozés kiekio sumaZinima po maZdaug 2 val, gliukozés Kiekio maksimalaus
sumaZéjimo laikas pegilinto insulino atveju iSsipletia iki maZiausiai 4 val., 6 val. ir 8 val.
500 pg, 100 pg ir 300 pg doziy atveju, atitinkamai. Taigi, laikas maksimaliam gliukozés
kiekio sumaz¢jimui pasiekti pegilinto insulino, jvesto { plaugius, atveju pailgéja 2-4 kartus,
lyginant su nepegilintu insulinu. Aplamai, gliukozés kiekio sureguliavimas 750-1-PEG
insulinu, buvo Zymiai padidéje 12 val. bégyje, lyginant su nemodifikuotu insulinu. Po 8
val. nemodifikuoto insulino atveju gliukozés kiekiai i§ esmés grizo | biuidingus
nemodifikuotam insulinui, tuo tarpu PEG insulino atveju gliukozés kiekiai buvo 1,3-3
kartus Zemesni, nei nemodifikuoto insulino atveju. Pegilinto insulino atveju gliukozés
kiekis negriZo i foninj netgi po 12 valandy, dar karta parodydami Sio iSradimo chemi3kai

modifikuoto insulino kompozicijy prolonguota veikima, reguliuojant gliukoiés kieki.

10 pavyzdys
750-1 Peg insulino jvedimas i plau€ius
(P-2002-001)

Tyrime, panaSiame i aprasyta 9 pavyzdyje aukiCiau, 750-1 PEG insulinas jvedamas
Ziurkéms intratrachéjiniu biidu dozémis, Zemesnémis nei naudotos 9 pavyzdyje.
In vivo intratrachéjinis Ziurkiy tyrimas vykdytas i§ esmés taip kaip apradyta 8

pavyzdyje, Tikslis dozavimo reZimai ir jvestos dozés apibendrintos lentelése Zemiau.
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9 lentelé.
Grupés [vedimo Gyvuliuky | Insulino bendra | Dozavimo
Nr. Insulino tipas biidas skaiius/lytis dienos dozé . dieny
(ng/gyvuliukui) skaidius
1 Insulinas it M 80 : 1
2 750-1 PEG i.t. M 80 1
insulinas
3 750-1 PEG i.t. M 160 1
insulinas
10 lentele.
Grupés Insulino bendra | Dozés tiiris Dozuojamo tirpalo
Nr. Insulino tipas dienos dozé (u) koncentracija
(ug/gyvuliukui) (pg/ml)
1 Insulinas 80 ’ 300 266.7
750PEG insulinas-1 80 300 266.7
3 750PEG insulinas-1 160 300 5333

Serumo insulino ir kraujo gliukozés koncentracijy po nemodifikuoto insulino ir 750-
1-PEG insulino intratrachéjinio jvedimo Ziurkéms kreivés pavaizduotos Fig. 8 ir Fig. 9,
atitinkamai. I§ vidutiniy serumo insulino koncentracijy kreiviy Fig. 8 matyti, kad natyvus
arba nepegilintas insulinas pasiekia maksimalia koncentracija serume po maZzdaug 15
minugiy, tuo tarpu pegilinto insulino kompozicijos pasiekia maksimalia koncentracija
serume po 2 val (80 pg/gyvuliukui) ir po 6 val. (160 pg/gyvuliukui). Kitaip tariant, laikas,
reikalingas pasiekti maksimaly insulino serume kiekj PEG-modifikuoto insulino atveju
i&sipléte 8-24 kartus, lyginant su natyviu arba nepegilintu insulinu, jvedus | sisteming
kraujo apytaka per plaugius. Kaip matyti i§ Fig. 8, nemodifikuoto insulino reik¥més griZta
prie baziniy po mazdaug 12 valandy nuo ivedimo. Tuo tarpu insulino kiekiai PEG-insuliny
atveju svyravo 2,5-3,5 karty nuo bazinés reikSmés per ta patj 12 val. laika. Insulino kiekiai
pegilinty insuliny atveju negriZo prie baziniy reik¥miy iki maZdaug 25 val, kas reiskia, kad
pegilintam insulinui reikia dukart ilgesnio laiko grizti prie baziniy reikdmiy, lyginant su
nemodifikuotu insulinu. Sisteminio insulino kiekis pegilinty insuliny atveju buvo
uzlaikytas dukart ilgesniam laiko tarpui (25 val. plg. su 12 val.), lyginant su nemodifikuotu

insulinu. Laiko momentu iki mazdaug 6 val. dviejose pegilinto insulino grupése kiekiai
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labai priklausé nuo jvedamos dozés (kitaip tariant, insulino koncentracijos 160
ng/gyvuliukui grupéje buvo apie dukart didesnés negu 8 pg/gyvuliukui grupéje.

Vidutiniy gliukozés koncentracijy kraujyje po intratrachéjinio nepegilinto insulino
lyginant su 75-1-pegilintu insulinu jvedimo kreivés pateiktos Fig. 9. Po 25 val. nuo
ivedimo, gliukozés kiekio sumaZ¢jimas abiems pegilinty insuliny grupéms dar nebuvo
grizes i foning reikdme, priesingai nei nemodifikuoto insulino atveju. Panagiai kaip 9
pavyzdzio rezultatai, visos pegilinto insulino kreivés rodo ilgesnj gliukozés kiekio
sumaZéjima, trunkantj vir§ 25 val. Nemodifikuoto insulino atveju po 8 val. gliukozés
kiekiai beveik griZo iki normaliy, tuo tarpu PEG insulino grupése gliukozés kiekiai buvo
maZdaug 1,5 karto maZesni nei nemodifikuoto insulino atveju. Sie rezultatai dar parodo,
jog insulino modifikavimas viena arba daugiau polietilenglikolio fragmenty duoda gera
biopriecinamuma per plaudius ir ilgesnj sisteminij insulino lygj, taip pat ilgesnj gliukozés

kiekio sumaz¢jima.

11 pavyzdys
750-2 PEG insulino jvedimas { plau€ius
(P-2002-003)

Pavyzdiné pegilinto insulino kompozicija 750-2-PEG insulinas, jvedama Ziurkéms
intratrachéjiniu bidu. Sis tyrimas atliktas, siekiant toliau istirti pegilinto ir nepegilinto
insulino jvairiy doziy, jvesty tiesiai j plautius, veikima. Tiek pegilinto, tiek nepegilinto
insulino atveju gyvuliukai gavo 80 pg/gyvuliukui dozg. In vivo Ziurkiy tyrimas vykdytas i3
esmés taip kaip apradyta 8 pavyzdyje, Tikslis dozavimo reZimai ir jvestos dozés

apibendrintes lentelése Zemiau.

11 lentelé.
Grupés [vedimo Gyvuliuky Insulino bendra Dozavimo
Nr. Insulino tipas | blidas skai€ius/lytis dienos dozé dieny
(ng/gyvuliukui) skai€ius
1 Insulinas IT ™ 80 1
2 750PEG-2 IT ™ 80 1
insulinas
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Grupés

Insulino bendra

Dozés tiiris (pl)

Dozuojamo tirpalo

Nr. Insulino tipas dienos dozé koncentracija (pg/ml)
(ng/gyvuliukui)
1 Insulinas 80 300 266.7
2 750PEG-2 80 300 266.7
insulinas
13 lentelé. Vidutiné insulino farmakokinetika serume
Pavyzdys Insulino vedi- Dozé Crnax TMax AUC Abso-
tipas mo pg/gyvu- | pU/ml min | pU*min/m | liutus
biidas liukui | BA
9 (P- Insulinas IT 80 56 15 12878
2001-25)
9 750-1 PEG IT 100 64 368 27954
9 750-1 PEG IT 300 160 188 50691
9 750-1 PEG IT 500 3474 184 255881
10 (P- Insulinas IT 80 132 15 28167
2002-001)
10 750-1 PEG IT 80 56 210 36818
10 750-1 PEG IT 160 117 78 60713
IV Ref. P- | Insulinas v 20 3057 5 44388
2002-002 '
IVRef. | 750-2 PEG 1\Y% 20 2638 7 63190
IV Ref. | 750-2 PEG IV 30 3510 5 62746
11 (P- Insulinas IT 80 89 24 22203 12.5
2002-003)
11 750-2 PEG IT 80 164 73 57639 32%
32***

* i3siskiriantis duomuo nepasalintas i§ duomeny komplekto

** i.v. 20 pg/gyvuliukui dozés atzvilgiu. Padalinto i3siskirian¢io dydZio reikmé

buvo 22 %

*** jv. 30 pg/gyvuliukui dozés atzvilgiu. Padalinto iSsiskirian¢io dydZio reik¥me

nepakitusi.

Absoliutus bioprieinamumas apskai¢iuotas pagal formulg:

(AUC) (Doz¢ i.v. ins.)/(AUCi.v. ins.) (doz¢)
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2K PEG insulino jvedimas i plau¢ius

(P-2002-010)
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Dar viena pavyzdiné pegilinto insulino kompozicija, 2K PEG insulinas, jvesta

Ziurkéms intratrachéjiniu bidu. Siame tyrime naudotas 2K PEG insulinas pagamintas kaip

apradyta 3 pavyzdyje. Nepegilinto insulino atveju gyvuliukams duodama 80 pg/gyvuliukui

dozé. 2K PEG insulino atveju gyvulivkams duodama 300 pg/gyvuliukui, 600

pg/gyvuliukui, 900 pg/gyvulivkui, 1200 pg/gyvuliukui dozé. In vivo Ziurkiy tyrimas

vykdytas i§ esmés taip kaip aprasyta 8 pavyzdyje, Tiksliis dozavimo reZimai ir jvestos

dozés apibendrintos lentelése Zemiau.

14 lentele.
Grupés Ivedimo Gyvuliuky | Insulino bendra | Dozavimo
Nr. Insulino tipas buadas | skaiius/lytis dienos dozé dieny
(ng/gyvuliukui) skaiius

1 Insulinas i.t. 3 80 1

2 PEG2K-1 insulinas it. 3 600 1

3 PEG2K-1 insulinas it. 3 80 1

4 PEG2K-1 insulinas it. 3 160 1

5 PEG2K-1 insulinas i.t. 3 300 1

6 PEG2K-1 insulinas it 3 900 1

7 PEG2K-1 insulinas it. 3 1200 1

15 lentelé.
Grupés Insulino bendra | Dozés tiiris | Dozuojamo tirpalo
Nr. Insulino tipas dienos dozé (ul) koncentracija
(ng/gyvuliukui) (mg/ml)

1 Insulinas 80 300 0.267

2 PEG2K-1 insulinas 600 300 2.0

3 PEG2K-1 insulinas 80 300 0.267

4 PEG2K-! insulinas 160 300 0.533

5 PEG2K-1 insulinas 300 300 1.0

6 PEG2K-1 insulinas 900 300 3.0

7 PEG2K-! insulinas 1200 300 4.0
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Vidutiniy gliukozés koncentracijy kraujyje po intratrachéjinio jvedimo kreive
parodyta Fig. 12. Pegilinto insulino atveju stebimas geras atsakas | doze, pegilinto insulino
kompozicijas jvedus j plau¢ius (t.y., didesnés 2K PEG insulino dozés duoda didesni kraujo
gliukozés koncentracijos sumaZéjima). Nors laikas kreivéje, prie kurio pasiekiamas
maksimalus gliukozés kiekio sumaZéjimas, tiek pegilinto, tiek nepegilinto insulino
kompozicijoms yra apie 3 val., kreiviy pobiidis smarkiai skiriasi gliukozés kiekio
sumaZéjimo trukmés atzvilgiu. Konkre&iai, laike po mazdaug 6 val. trijy didesniy 2K
pegilinto insulino doziy atveju (600, 900, 1200 pg/gyvuliukui), gliukozés kiekis sumaZéjgs
¥ymiai daugiau nei nepegilinto insulino atveju. Sie rezultatai dar karta parodo, kad jvedant

pegilinta insuling | plau¢ius, galima pasiekti ilgesnj sisteminj poveiki.

13 pavyzdys
Serumo gliukozés ir insulino koncentracijy po 2K PEG insulino intraveninio jvedimo
Ziurkéms jvertinimas
(P-2002-009)

Sis tyrimas atliktas, siekiant toliau istirti insulino pavyzdingje 2K PEG insulino
kompozicijoje aktyvuma, ir nustatyti intraveninés (i.v.) pegilinto Zmogaus insulino
(PEG2K-1) dozés dydj, kuri biity efektyvi maZinant kraujo gliukozés koncentracija iki
mazdaug 30-40 mg/dl.

[gyvendintas panalus | apra§yta 7 pavyzdyje tyrimo protokolas, naudojant

kompozicijas, gyvuliuky grupes ir dozes, apibendrintas lentelése Zemiau.

16 lentelé.
Grupés Insulino tipas [vedimo | Gyvuliuky | Insulino bendra | Dozavimo

Nr. bidas | skaitius/lytis dienos dozé dieny
(ng/gyvuliukui) skaiius

1 Insulinas i.v. 2M 20 1

2 PEG2K-1 insulinas iv. 2M 20 1

3 PEG2K-1 insulinas i.v. M 30 1

4 PEG2K-1 insulinas iv. M 40 1

5 PEG2K-1 insulinas i.v. 2M 80 1

6 PEG2K-1 insulinas i.v. 2M 160 1
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. 17 lentele.
Grupés Kontrolés/bandymo Insulino bendra | Dozés tiiris | Dozuojamo tirpalo
Nr. medziaga dienos dozé (ul) koncentracija
(ng/gyvuliukui) (pg/ml)
l Insulinas 20 300 67
2 PEG2K-1 insulinas 20 300 67
3 PEG2K-1 insulinas 30 300 100
4 PEG2K-1 insulinas 40 300 133
5 PEG2K-1 insulinas 80 300 267
6 PEG2K-1 insulinas 160 300 533

Vidutiniy serumo insulino koncentracijy po intraveninio nepegilinto ir 2K PEG
insulino jvedimo 20 pg/gyvuliukui (nepegilintas insulinas) ir 20, 30 ir 40 pg/gyvuliukui
(2K PEG insulinas) dozémis kreivés parodytos Fig. 13. Vidutiniy serumo gliukozés

koncentracijy po intraveninio nepegilinto ir 2K PEG insulino jvedimo aukstiau

apraSytomis dozémis kreivés parodytos Fig. 14.
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[3radimo apibréztis

1. Insulino kompozicija jvedimui { plautius, besiskirianti tuo, kad minéta
kompozicija apima insulino konjugata, kovalentiskai suridtg su viéna ar daugiau
negamtinio hidrofilinio polimero molekuliy.

2. Insulino kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad minétame
konjugate néra lipofilinio fragmento.

3. Insulino kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad minétas
negamtinis hidrofilinis fragmentas yra polialkilenglikolis.

4. Insulino kompozicija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad minétas
negamtinis hidrofilinis fragmentas yra polietilenglikolis.

5. Insulino kompozicija pagal 2 punkta,, besiskirianti tuo, kad minétas
negamtinis hidrofilinis fragmentas yra polietilenglikolis.

6. Kompozicija pagal 4 punkta,, besiskirianti tuo, kad pasiZymi absoliutiniu
bioprienamumu, kuris yra didesnis nei natyvaus insulino.

7. Kompozicija pagal 6 punkta, besiskirianti tuo, kad pasiZymi absoliutiniu
bioprienamumu, kuris yra maZiausiai dukart didesnis nei natyvaus insulino.

8. Kompozicija pagal 4 punkta, besiskirianti tuo, kad pasiZzymi absoliutiniu
bioprienamumu didesniu nei 15 %.

9. Kompozicija pagal 8 punkta, besiskirianti tuo, kad pasizymi absoliutiniu
bioprienamumu didesniu nei 30 %.

10. Kompozicija pagal 4 punkta, besiskirianti tuo, kad jvedus i plaucius,
charakterizuojama Trax, kuris yra maZiausiai tris kartus didesnis nei natyvaus insulino.

11. Kompozicija pagal 10 punkta, besiskirianti tuo, kad jvedus i plautius,
charakterizuojama Tmay, kuris yra maZiausiai penkis kartus didesnis nei natyvaus insulino.

12. Kompozicija pagal 4 punkta, besiskirianti tuo, kad minétas
polietilenglikolis yra pakeistas gale.

13. Kompozicija pagal 12 punkta, besiskirianti tuo, kad minétas
polictilenglikolis yra pakeistas gale alkoksi grupe.

14. Kompozicija pagal 4 punkta, besiskirianti tuo, kad minétas

polietilenglikolis yra parinktas i§ grupés, susidedanlios i§ tiesios grandinés
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polietilenglikolio,  3akotos  grandinés  polietilenglikolio, ~ dviSakés  grandinés
polietilenglikolio ir hanteliy formos grandinés polietilenglikolio.

15. Kompozicija pagal 14 punkta, besiskirianti tuo, kad minétas
polietilenglikolis turi biodegraduojama tiltelj. )

16. Kompozicija pagal 14 punkta, besiskirianti tuo, kad minétas
polietilenglikolis turi tam tikra skaiiy (OCH,CH,) subvienety, parinkty i grupés,
susidedancios nuo mazdaug 2 iki 300 subvienety, nuo mazdaug 4 iki 200 subvienety ir nuo
mazdaug 10 iki 100 subvienety.

17. Kompozicija pagal 14 punkta, besiskirianti tuo, kad minétas
polietilenglikolis turi nominalig viduting molekuling mas¢ nuo mazdaug 200 iki maZdaug
10000 daltony.

18. Kompozicija pagal 14 punkta, besiskirianti tuo, kad polietilenglikolis
yra tiesios grandinés.

19. Kompozicija pagal 17 punkta, besiskirianti tuo, kad minétas
polietilenglikolis turi nominalig viduting molekuling masg nuo mazdaug 200 iki maZdaug
5000 daltony.

20. Kompozicija pagal 17 punkta, besiskirianti tuo, kad minétas
polietilenglikolis turi nominalig viduting molekuling mas¢ nuo mazdaug 200 iki maZdaug
2000 daltony. '

21. Kompozicija pagal 17 punkta, besiskirianti tuo, kad minétas
polietilenglikolis turi nominalia viduting molekuling masg nuo mazdaug 200 iki mazdaug
1000 daltony.

22. Kompozicija pagal 4 punktg, besiskirianti tuo, kad minétas insulinas yra
natyvus insulinas.

23. Kompozicija pagal 4 punkta, besiskirianti tuo, kad minéto konjugato
grynumas yra didesnis nei 90 %.

24. Kompozicija pagal 4 punkta, besiskirianti tuo, kad minétas insulinas yra
kovalentigkai per vieng ar daugiau savo amino grupiy suridtas su polietilenglikoliu.

25. Kompozicija pagal 24 punkta, besiskirianti tuo, kad maZiausiai 75 % B-
1Phe viety insuline yra kovalentiskai suritos su polietilenglikoliu.

26. Kompozicija pagal 25 punkta, besiskirianti tuo, kad kad maZiausiai 90

% B-1Phe viety insuline yra kovalentikai suristos su polietilenglikoliu.
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27. Kompozicija pagal 24 punkta, besiskirianti tuo, kad apima insulino
konjugaty monomera ir chimera.

28. Kompozicija pagal 27 punkta, besiskirianti tuo, kad dar apima trimerinj
insulino konjugata. 7‘

29. Kompozicija pagal 4 punkta,, besiskirianti tuo, kad minétas insulinas yra
kovalentiskai suridtas su poiletilenglikoliu per ridantjjj fragmenta, esantj minéto
polietilenglikolio grandinés gale.

30. Kompozicija pagal 17 punkta, besiskirianti tuo, kad minétas
polietilenglikolis, prie§ suri$ant ji su insulinu, turi aktyvuota ri3antjjj fragmentg viename
grandinés gale, tinkamg kovalentiniam suri3imui su insulinu.

31. Kompozicija pagal 30punkta, besiskirianti tuo, kad minétas aktyvuotas
rifantysis fragmentas yra tinkamas surigimui su reaktyvia insulino amino grupe.

32. Kompozicija pagal 31 punkta, besiskirianti tuo, kad minétas aktyvuotas
rifantysis fragmentas apima reaktyvia funkcing grupe, parinkta i$ grupés, susidedancios i3
N-hidroksisukcinamido aktyviy esteriy, aktyviy karbonaty, aldehidy ir acetaliy.

33. Kompozicija pagal 29 punkta, besiskirianti tuo, kad insulinas yra
kovalentidkai suristas su polietilenglikoliu amidine jungtimi.

34. Kompozicija pagal 4 punkta, besiskirianti tuo, kad ji yra aeroziliniame
pavidale.

35. Kompozicija pagal 4 punkta, besiskirianti tuo, kad ji yra skystame arba
sausame pavidale.

36. Kompozicija pagal 4 punkta, besiskirianti tuo, kad ji dar apima
farmaciniu poZitiriu priimting uZpilda.

37. Kompozicija pagal 4 punkta, besiskirianti tuo, kad ji yra pur3kiant
i3dziovintame pavidale.

38. Insulino jvedimo, kai to reikia, Zinduoliui biidas, besiskiriantis tuo, kad
jis apima:

insulino kompozicijos pagal 4 punkta aerozolinima ir

minétos aerozolinés insulino kompozicijos jvedima inhaliuojant, kad biity uZnesta
ant minéto Zinduolio plaugiy ir absorbuota i§ plaudiy.

39. I§ esmés neimunogeninés insulino kompozicijos, skirtos jvedimui i subjekto

plaudius, kuriam to reikia, gavimo biidas, besiskiriantis tuo, kad jis apima:
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insulino kovalentinj suri§ima su negamtinio hidrofilinio polimero viena arba daugiau
molekuliy, kad gauty insulino-hidrofilinio polimero konjugata, ir

minétos kompozicijos jvedima  subjekto plauius, kuriam to reikia, inhaliuojant, kur
minéto jvedimo rezultate minétas insulinas pereina per plautius ir patenka | kraujo
apytaka.

40. Biidas pagal 39 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas negamtinis
hidrofilinis polimeras yra polietilenglikolis.

41. llgesnio veikimo insulino kompozicijos, skirtos jvedimui i subjekto plautius,
kuriam to reikia, gavimo biidas, besiskiriantis tuo, kad jis apima:

insulino kovalentinj suri§ima su negamtinio hidrofilinio polimero viena arba daugiau
molekuliy, kad gauty insulino-hidrofilinio polimero konjugata,

minétos kompozicijos jvedima j subjekto plau¢ius, kuriam to reikia, inhaliuojant, kur
minéto jvedimo rezultate (i) minétas insulinas pereina per plau¢ius ir patenka i kraujo
apytaka, ir (i) padidinti insulino kiekiai kraujyje i§licka maZiausiai 8 valandas po jvedimo.

42. Biidas pagal 41 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas negamtinis
hidrofilinis polimeras yra polialkilenglikolis.

43. Biidas pagal 42 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas negamtinis
hidrofilinis polimeras yra polietilenglikolis.

44, Biidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad padidinti insulino kiekiai
kraujyje i$lieka maZiausiai 10 valandy po jvedimo.

45. Biidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad padidinti insulino kiekiai
kraujyje i§licka maZiausiai 12 valandy po jvedimo.

46. Biidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad, kaip minéto jvedimo
rezultatas, dar minétame subjekte gliukozeés kiekis ilicka sureguliuotas maZiausiai 10
valandy po jvedimo.

47. Biidas pagal 46 punkta, besiskiriantis tuo, kad, kaip minéto jvedimo
rezultatas, dar minétame subjekte gliukozés kiekis i3lieka sureguliuotas maZiausiai 12
valandy po jvedimo.

48. Biidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta jvedimo stadija
apima jvedima minétos kompozicijos acrozoliniame pavidale.

49. Biidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad dar apima minétos

kompozicijos aerozolinimo stadija pries jvedima.
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50. Biidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta suridimo stadija
apima kovalentinj insulino suri§ima su polietilenglikoliu, orientuotu | specifing suriimo
vieta biidu.

51. Biidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta suri$imo stadija
apima kovalentinj insulino surigima su polietilenglikoliu atsitiktiniu budu.

52. Biidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas konjugatas,
ivedus ji i plaugius, dar charakterizuojamas absoliutiniu biopricinamumu, kuris yra
didesnis nei natyvaus insulino.

53. Biidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta suridimo stadija
apima kovalentinj insulino suridima su viena ar daugiau polietilenglikolio, pakeisto gale,
molekuliy.

54. Biidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta suridimo stadija
apima kovalentinj insulino suri§img su viena ar daugiau molekuliy polietilenglikolio,
parinkto i§ grupés, susidedangios i§ tiesios grandinés polietilenglikolio, 3akotos grandinés
polietilenglikolio, dvisakés grandinés polietilenglikolio ir hanteliy formos grandinés
polietilenglikolio.

55. Buidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad min¢tas konjugatas neturi
lipofilinio fragmento.

56. Budas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta kompozicija
neturi lipofilinio fragmento.

57. Biidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta suri§imo stadija
apima kovalentinj insulino suri§ima su viena ar daugiau molekuliy polietilenglikolio,
apimangio biosuskaidoma tiltelj.

58. Budas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas polietilenglikolis
turi tam tikra skaiiy (OCH2CH) subvienety, parinkty i grupés, susidedangios nuo
mazdaug 2 iki 300 subvienety, nuo maZdaug 4 iki 200 subvienety ir nuo mazdaug 10 iki
100 subvienety.

59. Biidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas polietilenglikolis
turi nominalia viduting molekuling mase nuo mazdaug 200 iki mazdaug 10000 daltony.

60. Biidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas polietilenglikolis

turi nominalia viduting molekuling mas¢ nuo mazdaug 200 iki mazdaug 5000 daltony.
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61. Biidas pagal 43 punkia, besiskiriantis tuo, kad minétas polietilenglikolis
turi nominalig viduting molekuling mas¢ nuo mazdaug 200 iki mazdaug 2000 daltony.

62. Biidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas polietilenglikolis
turi nominalig viduting molekuling mas¢ nuo mazdaug 200 iki mazdaug 1000 daltony.

63. Biidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas suri§imas apima
polietilenglikolio suri8ima su insulinu per jo viena ar daugiau reaktyviy amino grupiy.

64. Biidas pagal 63 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas polietilenglikolis
suriamas su insulinu per jo viena ar daugiau reaktyviy amino grupiy jungtimi, parinkta i§
grupés, susidedancios i§ amido, uretano ir metilenamino.

65. Biidas pagal 63 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas suriSimas apima
polietilenglikolio, turin&io reaktyvia galing grupg, parinkta i§ grupés, susidedan&ios i§ N-
hidroksisukcinamido aktyviy esteriy, aktyviy karbonaty, aldehidy ir acetaliy, reakcija su
viena ar daugiau reaktyviy insulino amino grupiy.

66. Biidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas suridimas duoda
kompozicija, kurioje maZiausiai apie 75 % B-1Phe viety insuline yra kovalenti3kai suri§tos
su polietilenglikoliu.

67. Biidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas suridimas duoda
kompozicija, kurioje maziausiai apie 90 % B-1Phe viety insuline yra kovalenti8kai suristos
su polietilenglikoliu.

68. Biidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas suriSimas duoda
kompozicija, apimangia insulino konjugaty monomero ir dimero miSinj.

69. Biidas pagal 68 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas suriSimas duoda
kompozicija, dar apimantia insulino konjugato trimera.

70. Biidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas polietilenglikolis
turi aktyvuota ridantjji fragmenta viename grandinés gale, tinkama kovalentiniam suridimui
su insulinu.

71. Bidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas aktyvuotas
ridantysis fragmentas apima reaktyvia funkcing grupe, parinkta i$ grupés, susidedanios i3
N-hidroksisukcinamido aktyviy esteriy, aktyviy karbonaty, aldehidy ir acetaliy.

72. Biidas pagal 70 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas aktyvuotas

risantysis fragmentas yra nuo mazdaug 2 iki mazdaug 20 atomy ilgumo.
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73. Biidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta jvedimo stadija
apima minétos kompozicijos jvedima sausy milteliy inhaliatoriumi.

74. Buidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta jvedimo stadija
apima minétos kompozicijos jvedima graduotu doziniu inhaliatoriumi. ~ °

75. Buidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta {vedimo stadija
apima minétos kompozicijos jvedimg purdkikliu.

76. Biidas pagal 43 punktg, besiskiriantis tuo, kad minéta kompozicija dar
apima farmaciniu poZitiriu priimting uZpilda.

77. Budas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad, minéto konjugato
kompozicijos jvedimo pasékoje per 1 valanda nuo jvedimo pasiekiamas insulino serume

kiekis, maZiausiai 2 kartus didesnis uZ bazinj.
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FIG. 1 750-2 PEG insulino fermentinio skaidymo greitis, lyginant su
nemodifikuotu insulinu
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FIG. 2 5K insulino i.v. jvedimas siurkéms:serumo rodikliy kreivés
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FIG.3 5K PEG insulino iv. jvedimas Ziurkéms: vidutinés'
gliukozés koncentracijos kraujyje
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FIG. 4. 5K PEG insulino it. jvedimas Ziurkéms. Iflikimo
serume kreivés

(o = 40ng/gyvuliukui; w = 150 #g/gyvuliukui)
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FIG. 5 5K PEG insulino i.t. jvedimas Ziurkéms.
Vidutinés gliukozés koncentracijos kraujyje

(o = 40 pg/gyvuliukui;m = 150 pg/gyvuliukui)
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FIG. 6 750-1 PEG insulino i.t. jvedimas Ziurkéms. ISlikimo

serume Kkreivés
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FIG. 7 750-1 PEG insulino i.t. jvedimas Ziurkéms.
Vidutinés gliukozés koncentracijos kraujyje
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FIG. 8 750-1 PEG insulino i.t. jvedimas Ziurkéms. Iflikimo
serume Kreivés

(o = 80 pg/gyvuliukuisy =80 pg/gyvuliukui; A= 160. #g/gyvuliukui)
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FIG. 9 750-1 PEG insulino i.t. jvedimas Ziurkéms
(e = 80ug/gyvuliukui;m =80 pg/gyvuliukui; A = 160 #g&/gyvuliukui
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FIG. 10 750-2 PEG insulino i.t. jvedimas Ziurkéms. Islikimo

serume kreivés

(e = 80 pg/gyvuliukui;m = 80 pug/gyvuliukui)
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FIG. 11 750-2 PEG insulino i.t. jvedimas Ziurkéms.
Vidutinés gliukozés koncentracijos kraujyje

e =80 ué/gyvuliukui; m =380 I_ig/gYVU]iUkUi)
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Fig. 12 2K PEG insulino i.t. jvedimas Ziurkéms.
Vidutings gliukozés koncentracijos kraujyje
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Fig. 13 2K PEG insulino i.v. jvedimas ¥iurkéms.
ISlikimo serume kreivés
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Fig. 14 2K PEG insulino i.t. jvedimas Ziurkéms.
Vidutinés gliukozés koncentracijos kraujyje
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